T. 86 FEVRIER 1954 Ne 2 


ANNALES 


DE 


miso lllUl- PASTEUR 


RECHERCHES SUR LA LYSOGENISATION 
DE SALMONELLA TYPHI-MURIUM (*) 


par Anpxé LWOFF, Aispent S KAPLAN (*) et Evetyne RITZ. 


pService de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur (***).| 


INTRODUCTION. 


L’étude de la lysogénisation de Salmonella typhi-murium, qui 
sera désignée par le symbole S. ¢. m., a révélé a J. S. K. Boyd [4] 
que la proportion des bactéries survivant a Jl infection par les 
phages tempérés du groupe A augmente avec la multiplicité. Cette 
conclusion est fondée sur des expériences de deux types : a) obser- 
vation de culture en milieu liquide, b) numération des colonies 
sur des plaques de gélose imprégnées avec des quantités variables 
de phage. 

Rappelons que les systémes bactérie + phage tempéré peuvent, 
aprés infection, évoluer de plusieurs facons (voir [2, 3]). 

1° Le phage entre dans la phase végétative et se développe. 
Des bactériophages sont produits et libérés par la lyse bacté- 
rienne. L’infection a été productive. 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amé- 


rique. 
(**) Titulaire d’une bourse de la National Foundation for Infantile 


Paralysis. 
(***) Manuscrit recu le 16 juillet 1953. 
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2° Le phage est réduit en prophage. ‘La bactérie survit sous 
forme de bactérie lysogéne. L’infection a été réductive.— 

3° Le matériel génétique du phage disparait. L’infection a été 
abortive, la bactérie pouvant ou non survivre. 

Il s’agissait de savoir si la réponse de Salmonella typhi- 
murium au phage tempéré dépendait bien de la multiplicité et si 
d’autres facteurs ne seraient pas capables de la modifier. Nos 
principaux résultats ont été exposés dans une note prélimi- 
naire [4]. Nous donnons ici le détail de nos expériences. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Soucnes. — Nous avons utilisé la souche lysogéne 1404 (Al) de 
Boyd perpétuant le prophage Al qui sera désigné par A. Les 
phages A2 et A3 dont les propriétés sont, d’aprés Boyd [4], 
voisines de celles de Al n’ont pas été étudiés. Les souches détec- 
trices 1404 ou 1411 de Boyd, smooth, donnent des variants rough, 
non réceptifs, dont la proportion augmente notablement dans 
certains milieux. Leur présence peut étre génante lorsqu’il s’agit 
de déterminer le pourcentage des divers types de réponses bacté- 
riennes. Seules des cultures isolées depuis moins de quarante- 
huit heures, a partir d’une colonie S, ont été mises en ceuvre. 
Dans ces conditions, la fraction des formes R est inférieure 
AOS. 


Mitieux. — A. Bouillon. — « Difco broth » 8 g, eau bidis- 
tillée 11. Le milieu est parfois enrichi en Mg ++ et en Ca++ 
(20M. x;.10=*), 

B. Milieu synthétique. — PO,H.K~3,4 g, SO,(NH,), 0,5 g, 
SO,Mg + 7H,O 0,05 g, (NO,),Ca 0,0025 g, SO,Fe + H,O 
0,0001 g, eau bidistillée 1 1. KOH pour pH 7,4. On ajoute, aprés 
stérilisation : a) 1 cm* d’une solution contenant les éléments a 
la concentration suivante : Cl,Fe M/850, Cl,CO M/41.000, SO,Zn 
M/12.800, Cl,Mn M/12.400, (CH,COO),Cu M/50.000 ; b) glucose 
g. s. pour 3 g/l. 

C. Milieux solides. — Gélose pour la couche inférieure des 
boites de Petri : macération de viande peptonée (peptone Uclaf 
a 10 g/l) gélosée a 10 g/l. 

Pour la couche supérieure qui contiendra les bactéries détec- 
trices et le phage, le bouillon peptoné est gélosé a 7 g/l. 

D. Milieux pré-utilisés. — Certains milieux, tout spécialement 
les milieux synthétiques, peuvent exercer parfois une action 
bactéricide lorsque des germes y sont introduits A dilution 
élevée. Pour toutes les expériences ot interviennent des dilutions, 
nous avons employé des milieux préutilisés qui sont dépourvus 
d’action bactéricide. 


et 
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a) Le bouillon ensemencé est prélevé lorsque la concentration 
des bactéries atteint 4 x 10’/em*. On centrifuge et on stérilise 
le liquide surnageant vingt minutes a 115°. 

b) Le milieu synthétique est additionné de glucose en concen- 
tration telle que tout Valiment carboné est utilisé lorsque la 
concentration des bactéries atteint 4 x 10’/em*. Le milieu est 
alors centrifugé et le liquide surnageant chauffé vingt minutes 
4 115°. Ce milieu sera ou non, suivant les cas, additionné de 
glucose. 


BACTERIOPHAGES ET BACTERIES. — Le bactériophage A. — Les 
plages troubles formées sur la souche indicatrice ont été décrites 
et figurées par Boyd. Nous n’avons rien a reprendre a sa 
description, mais voudrions simplement remarquer que la dimen- 
sion d’environ 2 mm, indiquée par Boyd, varie en fait de 
0,5 mm a 8 mm suivant les conditions et les milieux. 

Les bactériophages A sont adsorbés sur les bactéries détec- 
trices avec sensiblement la méme vitesse que le phage T2 sur 
E. coli B. La constante K du phage A, a 37° en bouillon, est 
de 6,7 x 10—° cm*/min. Dans les conditions de nos expériences, 
lorsque une suspension de bactéries contenant 5x 10’ germes/cm® 
est exposée 4 une multiplicité de 10, 3 phages par bactérie sont 
adsorbés en une minute. Ceci veut dire que 95 p. 100 des bac- 
téries sont infectées durant la premiére minute. La_ vitesse 
d’adsorption est la méme en milieu synthétique et en bouillon. 
Dans un tampon de phosphate, pH 7,0, 10-* M, la vitesse n’est 
pas modifiée de fagon significative par KCl 10-? M, Ca(NO,), 
et MgSO, 10—* et 10-* M, ni par l’oxalate de sodium 5 x 10—-* M. 

Les souches détectrices smooth adsorbent également le phage A 
qu’elles aient été cultivées en milieu synthétique ou en bouillon 
et qu’elles soient mises en ceuvre au début, au milieu, ou a la 
fin de la phase exponentielle de croissance en bouillon. 

Les premiéres particules infectieuses révélées par la méthode 
de Doerman au cyanure apparaissent dix-huit 4 vingt minutes 
aprés linfection (a 37°). La lbération spontanée commence vers 
la trentiéme ou _ trente-deuxiéme minute. Ces chiffres sont 
valables aussi bien pour ce qui concerne le milieu synthétique 
que le bouillon. 

La souche lysogéne S.t. m. (A). — Les bactéries lysogénes A, 
traitées par le sérum antiphage et étalées sur la souche détec- 
trice, donnent en moyenne 1 plage pour 1000 colonies. 

La souche lysogéne est inductible par la lumiére ultraviolette. 
Les courbes du pourcentage des bactéries induites en fonction 
de la dose montrent : 1° une partie ascendante ; 2° un plateau ; 
3° une partie descendante. Le plateau correspond a des doses 
d’U. V. donnant une survie bactérienne de 20 4a 1 p. 100. Pour 
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ces doses, la proportion des bactéries donnant des phages 
varie de 15 a 30 p. 100; une fraction importante des bactéries 
ne donne donc pas de baclériophages. Douze souches lyso- 
genes artificielles se sont comportées comme la souche originale. 

Ajoutons que, si aprés Virradiation, les bactéries sont traitées 
pendant dix minutes 4 pH 7,0, a 37°, par le 2-4-dinitrophénol 
3,3 x 10-*M ou le nitrure de sodium 10-*M, la fraction des 
bactéries produisant des bactériophages est doublée pour les 
doses d’U. V. correspondant au début du plateau (2-4-dinitro- 
phénol) ou a la fin de ce plateau (nitrure). Les modifications 
du métabolisme apportées par certains inhibiteurs permettent 
done a des bactéries irradiées de conduire le développement du 
phage a son terme. 

Le bactériophage Ac. — Le phage original Al+, que nous 
appellerons A, issu de la souche lysogéne S.t.m. (A) donne 
des plages troubles. Une plage claire apparait de temps a autre 
parmi celles-ci. Le phage isolé de ces plages claires a été 
appelé Ac [6]. Le caractére des plages est certainement lié au 
fait que le « quotient de lysogénisation » du phage Ac est faible, 
10—* environ, au lieu de 5 x 10-1? environ pour le phage A. 
(Le quotient de lysogénisation est la fraction des bactéries 
infectées dans des conditions données qui deviennent lysogénes.) 
Enfin, la réponse bactérienne au phage Ac n’est pas influencée 
par la multiplicité, contrairement a ce qui se passe pour le 
phage A. Par tous les autres caractéres étudiés, constante 
d’adsorption, période latente, sensibilité au sérum anti-phage A, 
le phage Ac se comporte comme le phage A original. Ajoutons 
que les souches lysogénes S. t. m. (Ac) sont inductibles et 
libérent exclusivement le phage Ac. Les bactéries lysogénes A 
sont immunes vis-a-vis du phage Ac. “4 

Des. bactéries infectées par A, puis par Ac aprés dix minutes, 
donnent des lysogénes A. La surinfection par le phage Ac ne 
permet évidemment la survie que des seules bactéries immunes, 
c’est-a-dire lysogénes A, et constitue ainsi un test effectif de la 
réponse bactérienne au phage A. La proportion des bactéries 
lysogénisées par Ac, 10~-* environ, est négligeable dans les 
conditions de nos expériences. Nous ne savons pas encore si 
une bactérie a deux noyaux dont un seul porte un prophage A 
est Ou non immune contre le mutant Ac. | 


Mesure DE LA LYSOGENISATION. — Lorsque des bactéries détec- 
trices sont infectéés par le phage A (multiplicité 20), puis traitées 
pendant quinze minutes 4 37° par un sérum anti-phage A (k=300) 
a 1 p. 100, on constate que toutes les colonies (100 sur 100) 
sont constituées par des bactéries lysogénes. Dans les condi- 
tions de nos expériences, il n’y a pas, ou trés peu, d’infections 
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abortives. Les bactéries infectées, ou bien produisent du phage, 
ou bien sont lysogénisées et survivent : l’infection est soit pro- 
ductive, soit réductive. 

Pour l’étude de la réaction bactérienne a l’infection, plusieurs 
techniques ont été utilisées : 

1° Etude de la densité optique des suspensions. La culture 
est agitée au bain-marie 4 37° et des mesures effectuées toutes 
les dix minutes. 

2° Détermination du nombre de centres infectieux. Aprés trai- 
tement par le sérum anti-phage A, le rapport nombre de centres 
infectieux/nombre de bactéries infectées donne la fraction des 
réponses productives, et par différence celle des réponses réduc- 
tives. Si la miultiplicité est faible, inférieure a 0,1, c’est le 
rapport nombre de centres infectieux/nombre de phages adsorbés 
qui donne la fraction des réponses productives. 

3° Détermination de la fraction des bactéries survivantes. Cette 
fraction peut étre déterminée directement pour les multiplicités 
élevées supérieures a 4. 

Mais la somme des bactéries survivantes et des centres infec- 
tleux est cependant supérieure au total des « bactéries » mises 
en ceuvre. Ce phénoméne peut étre interprété de la maniére sui- 
vante. L’examen des cultures de S.i.m. révéle la présence de 
nombreux diplobacilles. Supposons qu’un diplobacille soit infecté 
par un phage A. Si linfection est réductive, on aura une colonie 
mixte formée de bactéries lysogénes et de bactéries sensibles. 
Si infection est productive, il y a beaucoup de chances pour que 
la bactérie non infectée subisse une infection massive aprés lyse 
de sa voisine et donne naissance 4 un clone lysogéne. Un diplo- 
bacille infecté par un phage A peut donc donner naissance a une 
colonie lysogéne, méme si |’infection a été productive. La pré- 
férence pour la mesure de la lysogénisation par le phage A 
a done été donnée a une technique donnant le pourcentage des 
bactéries infectées par A et immunes contre le phage Ac. Les 
bactéries infectées par le phage A sont, aprés dix minutes 
d’agitation a 37°, additionnées de phage Ac, A multiplicité 10 
environ. Seules survivent a linfection par le phage Ac les 
bactéries qui ont été lysogénisées par A. Sauf indication contraire, 
seules des bactéries en voie de croissance exponentielle ont été 
mises en ceuvre. En général, les cultures utilisées renferment 
environ 5 x 10’ bactéries/cm*. 


La REPONSE BACTERIENNE EN FONCTION DE LA MULTIPLICITE. 


Les expériences de Boyd ont été réalisées dans des tubes non 
aérés et les mesures de densité optique ont été effectuées toutes 
les trente minutes. La période Jatente du phage A, dans des 
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cultures aérées est de trente-deux minutes; elle pourrait étre 
plus importante dans les conditions de semi-anaéroblose. Nous 
avons repris ce type d’expérience dans des conditions plus pré- 
cises (voir fig. 1). On voit que l’allure des courbes dépend de 
la multiplicité et que la lyse est plus importante pour les multi- 
plicités faibles A la condition que la multiplicité ne soit pas 
notablement inférieure a 1. En effet, lorsque le nombre de 
bactéries qui se lysent au premier cycle est négligeable, ce sont 
les cultures infectées avec une multiplicité initiale 0,01 qui se 
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Fic. 1. — La réponse bactérienne en fonction de la multiplicité. 
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En abscisse le temps ; en ordonnée la densité optique exprimée en graduations de 
l’électrophotométre de Meunier. La graduation 100 correspond ici 4 108 bact/cm$ 
Des bactéries en voie de croissance exponentielle en bouillon sont infectées & 
temps 0. Les cultures sont agitées dans un bain-marie 4 37°. On voit que, pour 
la miultiplicité 0,01, il y a eu lyse importante entre la soixantitme et la 
soixante-dixitme minute, alors que la lyse est faible pour la multiplicité 0,1. 
Pour la multiplicité 4, il y a lyse importante entre la trentiéme et la quarantitme 
minute, lyse faible pour les multiplicités 8 et 16. 

Pour les multiplicités inférieures & 1, la lyse coincide avec le second cycle du 
développement et correspond vraisemblablement, dans le premier cas (multiplicité 
initiale 0,01) 4 une multiplicité « secondaire » de 3, dans le deuxiéme (multi- 
plicité initiale 0,1), 4 une multiplicité secondaire de 30. 


lysent, alors que celles ou la multiplicité initiale est 0,1 ne se 
lysent pas. Le sort des bactéries dépend alors manifestement 


du rapport phage/bactérie aprés le premier cycle de dévelop- 
pement du phage. 
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L’examen de la figure 2 montre l’existence d’une relation 
entre la multiplicité et le type de la réponse bactérienne. II 
montre aussi qu’a multiplicité égale le pourcentage de réponses 
réductives est moins élevé en milieu synthétique qu’en bouillon. 
Ainsi s’est imposée la conclusion que la réponse bactérienne 
dépend non seulement de la constitution génétique de la bactérie 
et du phage et de la multiplicité de l’infection, mais aussi de 
facteurs phénotypiques. On va voir que la réponse bactérienne 
peut étre modifiée par une série d’agents chimiques ou physiques. 
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Fic. 2. — La réponse bactérienne en fonction de la multiplicilé. 


Des bactéries en voie de croissance exponentielle en bouillon ou en milieu syn- 
thétique sont additionnées de phage A (la multiplicité est indiquée en abscisse) 
et les cultures agitées 4 37°. Aprés dix minutes, on ajoute 15 phages Ac par 
bactérie et on étale aprés cing minutes. 

Pour déterminer le nombre de réponses réductives correspondant & une multi- 
plicité réelle de 1, on ajoute 0,1 phage par bactérie. Dans ces conditions, la 
proportion des bactéries infectées qui n’ont regu qu’un seul phage est voisine 


de % p. 100. 


INFLUENCE DE DIVERS FACTEURS SUR LA REPONSE BACTERIENNE. 


Toute une série de facteurs ou d’agents augmentent la proba- 
bilité de la réponse productive. Nous les passerons rapidement 
en revue. Si des bactéries infectées avec une multiplicité 8, 
laissant 70 p. 100 de bactéries survivantes, sont portées 4 42° 
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Fic. 3. — Influence d’une irradiation préalable de bactéries détectrices 
sur la réponse bactérienne a Vinfection par le phage A. 


La suspension bactérienne (culture en bouillon) est centrifugée, mise en suspension 
en milieu synthétique pré-utilisé et irradiée 4 l’U. V. Puis les bactéries sont 
mises en suspension en bouillon et infectées avec une multiplicité variée de 
phage A. 

En ordonnée, Ja densité optique exprimée en graduations de 1I’électrophotométre 
de Meunier, On voit que la réponse productive, se traduisant par la lyse, est 
beaucoup plus importante chez les bactéries irradiées que chez le témoin (multi- 
plicité 4 et 8). On voit aussi que les multiplicités élevées, 16 et 32, compensent 
partiellement l’effet de JVirradiation. Dans cette expérience, IU. V 


a tue 
37 p. 100 des bactéries. 
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aussitot aprés l’infection, on constate que la proportion de bac- 
téries qui se lysent augmente avec la durée du séjour A tempé- 
rature élevée. Le pourcentage des survivantes est de 2 p. 100 
aprés un séjour de dix minutes a 42°. 

“Si la souche détectrice est irradiée par des rayons ultra-violets, 
dose tuant 37 p. 100 de survivants, puis infectée, on constate 
que la réponse bactérienne est orientée vers la production de 
phages. La comparaison des courbes des parties supérieure et 
inférieure de la figure 3 est, a cet égard, fort suggestive. On 
notera sur cette courbe que les effets d’une dose déterminée 
d’U. V. sont partiellement compensés par des miultiplicités 
élevées. Tout se passe comme si V’irradiation orientait les bac- 
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Fie. 4. — Injtuence de Virradiation préalable sur le pourcentage 
des réponses productives. 

Les suspensions bactériennes (cultures en bouillon) sont centrifugées, mises cn 
suspension en milieu synthétique pré-utilisé. L’un des échantillons sert de 
témoin, l’autre est irradié (pourcentage des bactéries tuées : 71). Les suspensions 
sont ensuite suspendues en bouillon puis infectées avec des multiplicités diverses 
de phage A. On voit que le pourcentage des bactéries donnant des centres infec- 
tieux, c’est-A-dire des réponses productives, est beaucoup plus ¢levé pour les 
bactéries irradiées que pour les bactéries témoins. La multiplicité 27 donne plus 
de 90 p. 100 de centres infectieux chez les bactéries irradiées, contre 30 p. 100 
chez le témoin. 


iéries vers |’état favorable 4 la réponse productive, alors que 
Vinfection multiple les oriente vers la réponse réductive. Le 
résultat final dépendrait ainsi du rapport des effets en jeu. 
L’expérience représentée sur la figure 4 montre que pour une 
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dose d’U. V. tuant 71 p. 100 des bactéries, les bactéries infectées 
avec 27 phages A donnent plus de 90 p. 100 de réponses pro- 
ductives contre 30 p. 100 dans les bactéries témoins non 
irradiées. 

Nombre de facteurs ou d’agents modifiant le métabolisme 
agissent comme l’irradiation. Si des bactéries infectées avec une 
multiplicité de 5 sont soumises a |’anaérobiose immédiatement 
apres V’infection, la proportion des réponses productives passe 
de 50-60 p. 100 (témoin) A 10-15 p. 100. Nombre d’inhibiteurs 
étudiés dans les mémes conditions agissent de la méme 
facon. C’est le cas~du cyanure M x 10 a 2 x 10-*M, du 
nitrure 2x 10-*M, du 2-4-dinitrophénol 4 x 10-*M, c’est- 
a-dire A des concentrations permettant une croissance bacté- 
rienne a vitesse réduite. L’effet du 5-méthyltryptophanne 10-* M 
et du chloramphénicol (10 mg/l) qui est plus marqué sera étudié 
en détail dans le paragraphe suivant. Si l’on ajoute du sulfa- 
nilamide (8,5 x 10) ou de l’acide 4-aminoptérovl glutamique 
a des cultures de S.t.m. en voie de croissance exponentielle 
en milieu synthétique, on observe une dimiriution progressive 
du taux de croissance. La croissance s’arréte vers la cinquiéme 
heure dans le cas du sulfanilamide, vers la troisiéme heure dans 
le cas de l’acide 4-aminoptéroyl glutamique. Lorsque la crois- 
sance est arrétée depuis trente minutes, les bactéries sont 
infectées par 25 phages A et dix minutes aprés par 10 phages Ac. 
La survie varie entre 4 et 6p. 100. Dans le méme milieu 
synthétique, les bactéries normales, infectées avec la méme 
multiplicité, donnent une survie voisine de 60 p. 100. L’addition 
de divers acides organiques (sous forme de sel de potassium) 
augmente également trois 4 cing fois le pourcentage des réponses 
productives. C’est le cas des acides citrique 10-?M (1), 
l-malique 2x 10—? M, oxaloacétique 10—-? M, malonique 2x 10—? M 
a 3x10-° M, pyruvique 2x 10-7 a 10-?M, lactique 5x10 M, 
pyrophosphorique 3,3 x 10-3 M. 

On notera que les acides mis en ceuvre (sous la forme de sels 
de potassium) exercent, & concentration élevée, une action agglu- 
tinante intense. C’est le cas du citrate 10 a 2,5 x 10M, 
du malonate 5 x 10-*M, du lmalate 5 x 10-?M, du fuma- 
rate 2,5 x 10-? M, en présence desquels les bactéries en suspen- 
sion sont immédiatement agglutinées en 2 a 8 gros gru- 
meaux. 


(1) Parry et Edwards [5] ont déterminé le nombre de_bactéries 
qui survivent sur gélose peptonée et milieu de Koser au citrate 
contenant 10° @/cm’. Les chiffres sont respectivement 37 p. 100 et 
19 p. 100. Mais l’on ignore la multiplicité d’infection, et si l’effet du 
milieu est dfi 4 Vabsence de peptone ou A la présence de citrate. 
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La PERIODE CRITIQUE. 


On sait depuis les travaux de S. S. Cohen et T. Anderson [6] 
que le 5-méthyltryptophanne (5 MT) bloque le développement du 
phage T2 et que son action est supprimée par le tryptophanne. 
On sait aussi que la période latente de T2 est augmentée d’une 
durée égale a celle de l’action du 5 MT. Il était intéressant 
d’examiner l’effet du 5 MT sur la réponse bactérienne au phage A. 

Les expériences sont de deux types (voir le détail sur la 
légende de la figure 5). Dans le premier type, on infecte les 
bactéries et on ajoute du 5 MT a temps divers. Dans le deuxiéme, 
on infecte les bactéries en présence de 5 MT et on ajoute du tryp- 
tophanne 4a temps divers. L’examen de la figure 5 montre que 
le 5 MT ajouté a temps O diminue la proportion des réponses 
réductives. Ajoutons que les résultats sont les mémes que 
le 5 MT ait été ajouté au méme temps que le phage ou vingt 
minutes avant. Le 5 MT est sans effet s’il est ajouté neuf minutes 
ou plus aprés l’infection. L’effet du 5 MT est supprimé par 
le tryptophanne a la condition que celui-ci soit ajouté entre la 
quatriéme et la cinquiéme minute. Le sort des bactéries infectées 
par une multiplicité donnée de phage A peut donc étre modifié 
pendant quelques minutes. C’est entre la cinquiéme et la huitiéme 
minute, dans l’expérience représentée sur la figure 5, plus géné- 
ralement entre la sixiéme et la neuviéme minute, que se décide le 
sort des bactéries infectées. 

Ces expériences conduisaient tout naturellement a examiner 
Veffet du 5 MT sur la phase latente. L’expérience représentée 
sur la figure 6 montre : a) que la présence du 5 MT durant les 
six minutes qui suivent l’infection ne modifie pas la durée de la 
phase latente ; b) que la présence de 5 MT durant les dix-huit 
premieres minutes retarde la phase latente de douze minutes [6]. 

Les mémes résultats ont été obtenus pour le mutant Ac. Il y a 
donc, dans le cycle végétatif des phages A et Ac, une période de 
six minutes qui suit immédiatement |’infection et qui est insensible 
a action du 5 MT. 

L’existence d’une période critique est d’ailleurs révélée par 
d’autres agents. Des bactéries sensibles sont infectées en bouillon 
a 37° a temps 0 par 20 phages A et 8 phages Ac. A temps 
divers (i), la suspension est diluée a 10—* en bouillon a 42°. 
L’étalement est effectué aprés dix minutes 4 42° et on dénombre 
les bactéries survivantes. 
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% b. survivantes o5MTa t.o, T.(¥) a temps divers 
e SMT(aA)a temps divers 
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Tic 5. — Influence du 5-méthyl-itryptophanne (SMT) 
sur la réponse bactérienne. 


Des bactéries en voie de croissance exponentielle en milieu synthétique sont infectées 
par le phage A (multiplicité 10) 4 temps 0. 

Dans lune des expériences, le 5 MT (pour une concentration finale de 10°* M) est 
ajouté & temps divers. Le phage Ac (multiplicité 10) est ajouté cing minutes 
aprés le 5 MT. On voit que le pourcentage des bactéries lysogénisées par A est 
25 fois plus faible en présence de 5 MT que dans le témoin. Ceci toutefois a la 
condition que le 5 MT ait été ajouté au plus tard quatre 4 cinq minutes apres 
Vinfection. Le 5 MT ajouté aprés neuf minutes est sans effet. 

Dans l'autre expérience, le 5MT a été ajouté a temps Q et le tryptophanne (T) 
10.-* M ajouté & temps divers, On voit que l’effet du 5 MT est supprimé A 
condition que le tryptophanne soit ajouté avant la quatriéme-cinquitme minute. 
Le tryptophanne ajouté 4 la neuviéme minute est sans effet. 
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Dans une seconde expérience du méme type, le pourcentage 
de bactéries survivantes a oscillé entre 0,9 et 0,8 pour les bac- 
teries portées a 42° entre la premiére et la cinquiéme minute et 
est passé a six, sept et huit minutes, respectivement a 1,7, 3,4 
et 19. C’est donc bien entre la sixiéme et la huitiéme minute que 
le systéme devient insensible 4 un chauffage a 42°. 

Le citrate ajouté a des bactéries infectées en bouillon depuis 
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Fic. 6. — Influence du 5-méthyl-iryptophanne sur la phase latente 
du bactériophage A. 


Une culture de bactéries détectrices en voie de croissance exponentielle en milieu 
synthétique est divisée en trois parties. L’une sert de témoin. L’autre sera addi- 
tionnée de 5-méthyltryptophanne (6 MT) pour une concentration de 10°* Dix 
minutes aprés, temps 0 du graphique, on ajoute du phage A (1 phage par 
bactérie). Dans l’un des tubes, on ajoute du tryptophanne pour une concen- 
tration 10°* M a temps 6, dans l’autre & temps 18. Les suspensions sont diluées 
a temps divers dans du KCN 107? M et aprés une heure a 37° on dénombre 
les centres infectieux. On voit que la courbe des particules infectieuses n’est pas 
modifiée si le tryptophanne a été ajouté 4 temps 6, et que cette courbe est 
décalée de douze minutes lorsque le tryptophanne a été ajouté 4 temps 18. 
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dix minutes est sans effet. Si, 4 des bactéries infectées en bouillon 
+ citrate 10-* M, on ajoute du sulfate de magnésium 2x 10 M, 
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% bacteries ! 
aRonsalt o milieu glucosé 8P Ac. 4 t.0 


11 PA a temps divers 


e hactéries carencées 14 Ac 4 t.0 
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Fic. 7. — Influence de la carence en aliment carboné sur I’évolution 
du bactériophage Ac. 


Deux expériences sont représentées sur cette figure. Dans la premiére, les bactéries 
en voie de croissance exponentielle en milieu synthétique glucosé ont été infectées 
a temps 0 par 8 phages Ac. 11 phages A ont été ajoutés A temps divers et I’éta- 
lement a été effectué dix minutes aprés l’addition du phage A. On voit que le 
pourcentage des bactéries qui peuvent étre sauvées par le phage A diminue rapi- 
dement, alteignant environ 0,1 vers la dixitme minute. Dans la deuxitme expé- 
rience, les bactéries ont été cullivées dans un milieu synthétique ot Ja concen- 
tration en glucose était calculée de fagon 4 obtenir une croissance correspondant 
45 x 107 bact/em3. La courbe de croissance a été suivie et les bactéries ont été 
mises en ceuvre une heure trente aprés l’arrét de la croissance, A ce moment, 
on ajoute du phage Ac, puis du phage A a temps divers. Les préparations de 
phage étaient purifiées par centrifugation et par épuisement par contact avec 
des S,t.m. rough qui absorbent les traces d’aliments. La comparaison des deux 
courbes correspondant a des bactéries alimentées en glucose d’une part, carencées 
d’autre part, est irés suggestive. 
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TaBieau I. 


Des bactéries en voie de croissance en milieu synthétique sont additionnées 
de qm A, de @ Ac ou successivement de q@ Ac, puis de @ A. Dans les colonnes 
correspondant aux phages, les chiffres indiquent le temps en minutes (temps 0, 
temps 3, etc.) de l’addition des phages. On voit que Je pourcentage des bactéries 
infectées par le phage Ac qui peuvent étre sauvées par le phage A décroft rapi- 
dement dans Je témoin. Dans la culture additionnée de chloramphénicol, on 
note : 1° que le pourcentage des bactéries survivantes est diminué par un facteur 6 
environ ; 2° que ce pourcentage me décroft pas sensiblement en quarante minutes. 
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on constate que les effets du citrate ne sont supprimés que si le 
magnésium est ajouté avant la sixiéme minute. 

La durée de la période critique peut d’ailleurs étre augmentée. 
L’examen de la figure 7 montre que les bactéries infectées par le 
phage Ac peuvent étre sauvées par surinfection par le phage A 
pendant une période beaucoup plus longue si elles sont carencées 
en aliment carboné que si elles disposent de glucose. Nous 
reviendrons sur l’interprétation de ce résultat. 

L’expérience résumée sur le tableau 1 montre que le chloram- 
phénicol diminue le pourcentage des bactéries lysogénisées par 
le phage A. Elle montre aussi qu’en présence de chloramphénicol 
les bactéries infectées par le phage Ac peuvent étre sauvées par 


le phage A pendant au moins quarante minutes. 

Tout se passe donc comme si, dans les conditions normales 
a 37°, une réaction irréversible conduisant, soit vers la phase 
végétative, réponse productive, soit vers la lysogénisation, réponse 
réductive, avait lieu entre la sixiéme et la neuviéme minute qui 
suit linfection. 
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Discussion. 


D’aprés les conceptions de Boyd, les suspensions de phage A 
seraient un mélange de deux types de phages, |’un possédant 
le pouvoir de lysogéniser, soit 1 +, l’autre non, soit 1 —. Seules 
les bactéries recevant une particule 1 + donneraient une réponse 
réductive. Le prophage 1 + correspondant se développerait uni- 
quement lorsqu’il muterait vers 1 —. Et la particule 1 — donne- 
rait des mutants 1 +. Comme 1 bactérie sur 10 infectée par un 
seul phage A est lysogénisée, cela voudrait dire que le rap- 
port 1 +/l1— est de 1/9. Cela voudrait dire aussi que toul 
phage |! — donnerait 10 p. 100 de mutants J +, cependant que la 
probabilité de la mutation spontanéel + —> 1—du_ prophage, 
c’est-d-dire la probabilité pour qu’une bactérie lysogéne donne 
du phage dans l’intervalle de deux divisions, est de l’ordre 
de 10-*. Si le développement du prophage était lié 4 une muta- 
tion spécifique, il faudrait admet're aussi que 1’U. V. induit 
cette mutation avec une probabilité de 0,5. On voit quelle cascade 
Whypothéses entraine la théorie de Boyd. 

Une mutation du phage, telle la mutation A —> Ac, peut modi- 
fier le quotient de lysogénisation pour une bactérie déterminée : 
il est done évident que la constitution génétique du phage peut 
intervenir dans le déterminisme de la réponse bactérienne. La 
constitution génétique de la bactérie peut intervenir aussi dans 
celte réponse. Nous n’insisterons pas sur ces questions qui ont 
été discutées par ailleurs [8]. Cependant, le fait que le sort 
de S.t.m. infectée par le phage A puisse étre modifié par 
l’action de divers agents prouve, en tous cas, que la constitution 
génétique du phage et de la bactérie ne sont pas les seuls fac- 
teurs en jeu dans la réponse bactérienne. 

Nos expériences démontrent que lorsque la multiplicité de ]’in- 
fection de Salmonella typhi-murium par le phage A augmente, le 
pourcentage des réponses réductives augmente : il y a moins de 
centres infectieux et, corrélativement, plus de bactéries infectées 
survivent. L’étude de la réponse bactérienne montre que 5 a 
10 p. 100 environ des bactéries infectées par un seul bactério- 
phage A survivent a la surinfection par le mutant Ac. La relation 
entre la multiplicité et la nature de la réponse bactérienne est 
différente en milieu synthétique et en bouillon. Et |’addition au 
bouillon de nombreux acides organiques, d’inhibiteurs divers, 
l’anaérobiose, le chauffage des bactéries pendant dix minutes 
a 42°, une irradiation aux rayons ultraviolets avant Jl’ infection, 
augmentent la proportion des réponses productives. 

La présence du prophage A immunise la bactérie lysogene A 
contre le mutant Ac. Des bactéries infectées simultanément par 
le phage A (a multiplicité élevée) et Ac se comportent comme des 
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bactéries infectées par le phage A seul. Enfin: a) les agents 
physiques (chauffage a 42°) ou chimiques (citrate, 5-méthyltryp- 
tophanne) ne modifient la réponse bactérienne que pour autant 
qu’ils interviennent moins de six minutes aprés J’infection ; 
b) le iryptophanne ne réverse l’action du 5-méthyltryptophanne 
que pour autant qu'il agisse avant la sixiéme minute ; c) au 
cours du cycle végétatif, les six minutes qui suivent l’infection, 
c’est-a-dire les six premicres minutes de la période latente, sont 
insensibles a l’action inhibitrice du 5-méthyltryptophanne alors 
que la période suivante est sensible ; d) le jetne carboné et le 
chloramphénicol prolongent considérablement la période durant 
laquelle une bactérie infectée par le phage Ac peut étre sauvée 
par surinfection par le phage A. 

Quel est le mécanisme de l’effet de la multiplicité de l’infection ? 
Rappelons d’abord que leffet de la multiplicité est, jusqu’ici, 
propre a Salmonella typhi-murium et au phage A. Il a été 
recherché sans succés chez Escherichia coli } par M. Lieb [7], 
chez Pseudomonas pyocyanea par I’. Jacob [8]. Revenons au cas 
de Salmonella typhi-murium. Une infection multiple pourrait agir 
de deux facons; 1° en diminuant la vitesse de |’évolution vers le 
gonophage, par exemple par compétition de nombreux germes 
pour un méme site fonctionnel ; 2° en favorisant ]’évolution vers 
le prophage, soit en agissant sur la vitesse d’une réaction, soit en 
augmentant la probabilité d’une rencontre entre germe et récep- 
teur spécifique. 

Rappelons que |’U. V. favorise la réponse productive, mais que 
leffet d’une faible dose peut étre compensé partiellement par une 
multiplicité élevée. De méme, l’effet du milieu synthétique, moins 
favorable que le bouillon a la réponse réductive, est lui aussi 
compensé par une multiplicité élevée. Tout se passe donc comme 
s'il existait un état bactérien que divers agents d’une part, une 
infection multiple d’autre part, modifieraient dans un sens favo- 
rable & lune ou Jautre évolution du germe: productive ou 
réductive. 

L’ensemble des données est interprété de la fagon suivante. Le 
matériel génétique du phage A, ou germe, est injecté dans la 
bactérie. I] peut évoluer de deux fagons : ou bien il sera converti 
en gonophage, qui est l’état du matériel génétique du_ phage, 
durant la phase végétative et le phage se développera ; c’est la 
réponse productive. Ou bien il sera réduit en prophage et la bac- 
térie sera lysogénisée, c’est la réponse réductive. La_probabilité 
pour que l’une ou l’autre éventualité se réalise dépend de pro- 
priélés bactériennes telles qu’elles sont modifiées par divers 
agents et par la multiplicité. Lorsqu’il s’agit d’une infection 
mixte A + Ac, le sort de la bactérie dépendra du fait que le 
germe A sera réduit en prophage A avant que la réaction irré- 
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versible germe Ac —> gonophage Ac ait eu lieu. On se souvient 
que cette réaction est retardée par le jedne carboné et le chloram- 
phénicol, et n’est pas empéchée par le 5-méthyltryptophanne. 

Dans une bactérie infectée, un phénoméne irréversible a leu 
entre la sixiéme et la neuviéme minute qui suit linfection, phéno- 
méne qui commande le sort du germe du phage infectant et par 
la méme, celui de la bactérie. Pour la commodité de la discussion, 
nous avons considéré que le phénoméne était une modification 
du germe du phage, modification dont l’existence ne fait pas de 
doute lorsque l’on considére la séquence germe —> prophage ; fes 
propriétés du prophage sont, en effet, fort différentes de celles 
du germe. Cependant, le phénoméne primaire qui commande |’évo- 
lution du germe pourrait fort bien porter sur un systéme 
proprement bactérien, tel que activation ou démasquage d’un 
enzyme. La réponse bactérienne au phage A ne peut plus étre 
modifiée aprés la neuviéme minute, et nous avons tout lieu de 
penser que c’est bien la réduction du germe A en prophage qui 
a lieu entre Ja sixiéme et la neuviéme minute. Nous savons aussi 
que |’évolution vers la phase végétative est, durant six minutes, 
insensible au 5-méthyltryptophanne et qu’elle le devient ensuite. 
Aussi bien au cours de l’évolution réductive que de l’évolution 
productive, un phénoméne irréversible a lieu vers la sixiéme 
minute. Il serait étrange qu’il y ait la coincidence fortuite. Tout 
se passe comme si l’évolution germe —> gonophage, en l’absence 
de laquelle le développement du phage n’a pas lieu, était la 
réaction empéchée par le prophage, c’est-d-dire la réaction qui 
commande la sensibilité ou Vimmunité. En d’autres termes, 
tout se passe comme si la réaction germe A —> prophage A 
empéchait quasi immédiatement l’évolution végétative du phage A 
ou Ac, c’est-a-dire ’évolution germe —> gonophage. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Comme toute bactérie infectée par un phage tempéré, Salmo- 
nella typhi-murium peut, soit produire du phage et se lyser 
(réponse productive), soit devenir lysogéne (réponse réductive). 
Le sort de Salmonella typhi-murium infecté par le phage A 
dépend de la multiplicité. Le pourcentage des réponses réduc- 
tives des bactéries en voie de croissance exponentielle en bouillon 
varie de 5 4 80 p. 100 lorsque la multiplicité varie de 1 a 10. 

2° Le phage A donne des plages troubles. Le mutant Ac 
donne des plages claires et son quotient de lysogénisation est 
voisin de 10-*. Les bactéries lysogénes A sont immunes contre 
le phage Ac. Des bactéries infectées par le phage Ac et qui se 
lyseraient dans une proportion de 99,9 p. 100 sont sauvées par 
le phage A a multiplicité élevée si la surinfection est suffisamment 
précoce. 
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3° ‘La probabilité de lune ou l’autre réponse bactérienne en 
fonction d’une multiplicité donnée varie avec le milieu. Elle est 
plus faible en milieu synthétique qu’en bouillon. De nombreux 
agents ou substances favorisent les réponses productives. Ce sont 
les acides fumarique, succinique, [-malique, lactique, pyruvique, 
malonique, l’anaérobiose, le cyanure, un chauffage de dix 
minutes a 42°, divers inhibiteurs 4 des concentrations diminuant 
le taux de croissance (2-4 dinitrophénol, nitrure). 

4° Une irradiation a VU. V. avant Vinfection favorise les 
réponses productives. L’effet d’une petite dose d’U. V. est tou- 
tefois compensé partiellement par des multiplicités éleyées. Tout 
se passe comme si l’irradiation au moyen de 1’U. V. d’une part, 
la multiplicité d’autre part, orientaient, chacune dans un sens, 
la réponse bactérienne, le résultat final dépendant du rapport des 
deux effets. 

5° Les agents qui modifient la réponse bactérienne, chauffage 
a 42°, citrate, 5-méthyltryptophanne, n’exercent le maximum de 
leur action qu’avant la sixiéme minute qui suit l’infection. Ils 
sont sans effet aprés la neuviéme minute. C’est vraisemblablement 
entre la sixiéme et la neuviéme minute que le matériel génétique 
du phage infectant est réduit en prophage. 

6° Les six premiéres minutes de la phase latente sont insen- 
sibles a action inhibitrice du 5-méthyltryptophanne. Tout se 
passe comme si, durant ces six minutes, le matériel génétique ou 
germe, du phage infectant se trouvait dans un état « neutre ». Le 
germe évoluera irréversiblement, suivant l'état bactérien, soit 
vers le gonophage et la phase végétative, soit vers le pro- 
phage. 

7° Au cours de l’infection simultanée par les phages A et Ac, 
le sort de la bactérie dépendra du fait qu’un germe A a été 
réduit en prophage A, avant qu’ait eu leu |’évolution irréver- 
sible du phage Ac vers le gonophage Ac. Cette évolution qui 
commande la phase végétative ne peut avoir lieu chez les bactéries 
possédant un prophage A. 


APPENDICE. 


On a vu que le 2-4-dinitrophénol et le nitrure a concentration 
permettant une croissance bactérienne a vitesse réduite favorisent 
les réponses productives. La question du mode d’action de ces 
substances 4 concentration inhibitrice se posait tout naturellement. 
Nous avons étudié l’effet du 2-4-dinitrophénol a pH 6,2, a une 
concentration 3,3 x 10-*M et celle du nitrure 10-? M dans les 
mémes conditions. Nous avons vérifié au préalable par des numé- 
rations de bactéries viables que les bactéries survivent au moins 
quatre-vingt-dix minutes dans ces conditions et que l’adsorption 
du phage n’est pas modifiée par les inhibiteurs. 
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Si a des suspensions bactériennes en bouillon, 4 pH 6,2, on 
ajoute les inhibiteurs et le bactériophage Ac a multiphieité 20, 
et que l’on dénombre 4 temps divers le nombre de bactéries sur- 
vivantes et le nombre de centres infectieux, on constate que 
celui-ci diminue pendant que celui-la augmente (voir fig. 8 A). 
Les colonies qui survivent se montrent constituées par des bac- 
\éries non lysogénes et sensibles. Si le 24-dinitrophénol est 
ajouté deux minutes aprés l’infection, le pourcentage des bactéries 
survivantes est déja considérablement diminué (fig 8 B). 

Les résultats peuvent étre interprétés de deux fagons : 

a) Ou bien les phages sont adsorbés, mais Je matériel génétique 


me % bactéries survivantes 
20P/b.etN; Nq 10°M sto 


3 ; 17 P/b a to 
9 err 2.4.DNP33x10°M 
© centres infectieux pour 700 b. d temps divers 


0 50 min (OO meee ae 6 ~ 6 Ang 


Fic, 8. — Influence du nitrure et du 2-4-dinitrophénol sur Vévolution 
du phage Ac. 


A. — Des bactéries en voie de croissance exponentielle en bouillon 4 pH 6,2 sont 
infectées & temps 0 en présence de nitrure. A intervalles divers, les suspensions 
sont diluées en sérum antiphage A a 10~* et aprés quinze minutes on étale 
pour dénombrer les bactéries survivantes d’une part, les centres infectieux d’autre 
part. On notera qu’un séjour de trente minutes permet une survie de la quasi 
totalité des bactéries. Les survivantes ne sont pas lysogénes et sont sensibles. 
Les résultats sont les mémes si le nitrure est remplacé par Je 2-4-dinitrophénol. 

B. — Si le dinitrophénol est ajouté 4 temps divers aprés le phage, on voit que le 
pourcentage des bactéries qui peuvent étre sauvées diminue rapidement. I] est 
inférieur 4 10 p. 100 a la deuxitme minute. 


du phage n’est pas injecté dans les bactéries et est inactivé d’une 
maniére ou d’une autre. 

b) Ou bien le matériel génétique du phage est injecté dans fa 
hactérie et y est détruit. 

Si des bactéries infectées par le phage Ac en présence de 
2-4-dinilrophénol ou de nitrure sont laissées trente minutes en 
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contact avec l’inhibiteur, puis diluées dans un milieu sans inhi- 
biteur et surinfectées avec du phage Ac, on constate que le 
pourcentage des bactéries survivantes varie de 8 4 45 p. 100. 
Dans le témoin traité par les inhibiteurs en l’absence de phage Ac, 
puis infecté aprés dilution dans des conditions identiques, le pour- 
centage des survivantes est voisin de 0,1 p. 100. Tout se passe 
done comme si, en présence des inhibiteurs et du phage, les 
bactéries devenaient temporairement réfractaires a une sur- 
infection. Mais les bactéries qui survivent dans ces conditions ne 
sont pas lysogénes et sont sensibles. Il semble ainsi que les 
phages, en présence des inhibiteurs, modifient temporairement 
état bactérien. 

Il faut noter d’ailleurs que Je 2-4-dinitrophénol 4 concentration 
élevée, agissant sur les bactéries 4 pH 6,2, prolonge la période 
latente d’une période supérieure au temps durant lequel il agit. On 
a ajouté du 2-4-dinitrophénol, 3,3 x 10-?M A diverses périodes 
de Vinfection. A temps variables, les bactéries sont diluées 
100 fois dans un milieu neuf. On a alors suivi les courbes d’appa- 
rition des phages intra-bactériens aprés traitement au cyanure. 
A pH 6,2, les premzers phages apparaissent vers la trentiéme 
minute dans le témoin. En présence de 2-4-dinitrophénol, les 
courbes d’apparition du phage sont décalées par rapport a la 
courbe témoin. L’importance du décalage qui est indiquée sur 
le tableau ci-contre varie suivant la période d’action. Les chiffres 
donnés ict correspondent aux valeurs de décalage pour des 
traitements de deux, six et douze minutes a temps divers, aprés 
Vinfection qui marque le temps 0. 


PERIODE DE TRAITEMENT DECALAGE 


par le 2-4 dinitrophénol (en minutes) 
Gee TCU TTL CO Sitar eto aot cere licog Teka ort xsuhe es nhe Oh ian sa) tee ud aR ole, 45 
ORarOLrMimMmtesegetee et wee ce hte Pee ees aah a ahi ne a ee eee 25 
ONS MM UteSesviies- hie eee ee Bol kee, STE 20 
Get ed) SUI POAN TEES yas coe a ted sac Maser de (Sebhgaeh 8 mectabeastnves umse” eta 20 
RATS MATIAINUNEC SO tet oer ise iis. or fe Jelces ame ated oy wi oh ee ueR ape 35 
AGED UDINE Sotto. a eretlaes atta e are ee im Pe 40 
Aha ten ote TEI ULO Sasa shaver orc” roses toc) Boies) bak pet henyedramaills. Gate mpLanes 47 


On voit que le retard est d’autant plus marqué que la période 
d’action suit de plus prés Jlinfection. Aprés la quinziéme 
minute, le décalage est beaucoup moins prononcé. Ce sont donc 
les premiers stades de |’évolution du phage qui sont les plus 
sensibles a l’action du 2-4-dinitrophénol. 
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BIOSYNTHESE INDUITE ET MODE D’ACTION 
D'UNE PYOCINE, ANTIBIOTIQUE 
DE PSEUDOMONAS PYOCYANEA \*) 


pac Francois JACOB (*). 


(Service de Physiologie microbienne. Institut Pasteur Paris.) 


INTRODUCTION. 


Une substance antibiotique a été oblenue dans les filtrats de 
culture d’une souche de Pseudomonas pyocyanea. Cette substance 
agit exclusivement sur quelques autres souches de la méme 
espéce. Sa synthése peut étre induite dans lensemble d’une 
population bactérienne, par exposition a l’action de certains 
agents mutagénes. Son apparition dans le milieu de culture est 
la conséquence de la lyse bactérienne. Enfin, elle est adsorbée 
spécifiquement a la surface des bactéries sensibles. Cette sub- 
stance différe donc, par ses propri¢tés, de la plupart des sub- 
stances antibiotiques telles que la pyocyanine, l’acide pyo- 
lipique [4] ou les « composés pyo » [2] antérieurement isolés des 
cultures de P. pyocyanea. Par contre, elle s’apparente étroite- 
ment aux colicines. 

On sait, depuis les travaux de Gratia [8] et de Frédéricq [4], 
que certaines souches d’Escherichia coli sont capables de pro- 
duire des substances antibiotiques, actives spécifiquement sur 
d’autres souches de la méme espéce. Ces substances, désignées 
sous le nom de colicines, sont adsorbées sur des récepteurs 
spécifiques des bactéries sensibles et entrainent la mort de ces 
bactéries, sans toutefois étre reproduites par elles. Les colicines 
ne sont done pas transmissibles en série, ce qui les distingue 
des bactériophages. Les colicines étudiées se différencient entre 
elles par diverses propriétés telles que leur spectre d’activité, 
leur diffusibilité, ainsi que leur stabilité 4 l’égard de certains 
agents physiques ou chimiques [4, 5]. 

Chez certaines bactéries productrices de colicine, telle la 
souche E. coli ML, la production de colicine peut étre induite 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 23 octobre 1953. 
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par le rayonnement U.-V. [6], dans les mémes conditions que la 
production de bactériophages par les bactéries lysogénes [7]. 
L’irradiation induit la synthése de la colicine, qui, apres une 
période latente, est libérée par la lyse des bacteéries. 

Il était particuliérement intéressant de retrouver dans d autres 
espéces microbiennes les phénoménes observés sur EF. coli ML. 
La substance découverte dans les cultures de P. pyocyanea 
remplit ces conditions. Par analogie avec les colicines, elle a été 
désignée sous le nom de pyocine. 

Les expériences présentées dans ce mémoire ont trait, d’une 
part a la production de pyocine par les bactéries exposées a un 
rayonnement ultra-violet, d’autre part au mode d’action de cette 
pyocine sur les bactéries sensibles. 


MAatriRIEL ET TECHNIQUE. 


Souches bactériennes. — La souche de P. pyocyanea libérant de ta 
pyocine est la souche P10 (1) qui produit du pigment fluorescent, 
mais non de la pyocyanine, La température optima pour sa culture est 
de 37°, . 

La souche 13 qui est sensible & l’action de la pyocine a été décrite 
dans un précédent mémoire [8]. 

Milieux. — Le milieu synthétique employé a la composition sui- 
vante : KH,PO,, 13,6 g ; (NH,),SO,, 2 ¢ ; MgSO,.7 H,O, 0,2 g ; Ca(NO,),, 
0,01 g ; FeSO,.7 H,O, 0,0005 g ; eau, 1000 g ; KOH q. s. pour pH 7. 
La source de carbone (glucose) est ajoutée au moment de l’emploi, de 
maniére 4 obtenir une concentration de 3 g par litre. 

Les boites de milieu gélosé contiennent : peptone Uclaf, 10° g ; NaCl, 
10 g; gélose, 10 g ; eau, 1000 g. Elles sont ajustées & pH 7. 

Irradiation. — Les irradiations ont été faites avec une lampe 
a’ vapeur de mercure a haute tension et basse pression, donnant 
approximativement une énergie de 500 ergs/mm—?/minute—! pour 
la longueur d’onde 2537 A, la culture étant placée 4 1 m de Ja Jampe. 
Les doses seront données en secondes d’irradiation & 1 m. 


R&ésuLrTats. 


[. Propritris be LA pyocine. — Mise en évidence et titrage. 
— La substance antibiotique présente dans les cultures de ia 
souche 10 peut étre facilement décelée en déposant, apres centri- 
fugation de la culture, une goutte du liquide surnageant a la sur- 
face d’une boite de gélose préalablement ensemencée avec des 
bactéries 13 sensibles. Aprés une nuit a 37°, l’action de l’anti- 
biotique se manifeste par une zone claire, qui traduit l’inhibition 
de la croissance bactérienne. 

Si, a l’aide d’un fil de platine, on préléve de la gélose de cette 


(1) Nous tenons di remercier le D™ L. Dickinson qui nous a aimable- 
ment envoyé cette souche. 
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zone claire, et si on la transfére sur la ‘surface d’une seconde 
boite de gélose ensemencée avec des bactéries 138, on n’observe 
pas de zone claire aprés séjour 4 37°. L’agent inhibant la crois- 
sance de P. pyocyanea 18 n’est done pas transmissible en série. 

Aucun bactériophage n’a pu étre décelé dans les filtrats de 
culture 10, aprés essai sur 38 souches différentes de P. pyocyanea. 

L’inhibition de la croissance de P. pocyanea 18 sur gélose 
peut étre utilisée pour le titrage de la pyocine. Des gouttes 
d’environ 0,02 ml de dilutions successives de la solution A doser 
sont déposées a la surface d’une boite de gélose ensemencée avec 
environ 10’ bactéries sensibles. La boite est laissée dix-huit 
heures & 27°. On peut arbitrairement définir comme unité (UA) 
la plus grande dilution qui, dans ces conditions, provoque la 
formation d’une zone claire tranchant nettement sur le fond uni 
de la culture. 

Chaque bactérie de la souche P 10 est capable de transmettre 
le caractére « pyocinogéne ». Si l’on ensemence quelques bac- 
téries 10 sur une boite de gélose, et si, aprés quelques heures 
a 87°, on pulvérise a la surface de la gélose, une culture de 
bactéries sensibles 13, on constate, aprés un séjour de quinze 
heures 4 37°, que chaque colonic de 10 est entourée d’une zone 
claire traduisant Vinhibition de la croissance des bactéries 18. 

Propriétés physico-chimiques. — La pyocine 10 n’est pas 
dialysable, mais diffuse assez rapidement dans la gélose. Elle 
nest pas sédimentée par une centrifugation de deux heures 
i 20 000 g. Lorsque l’on filtre des solutions de pyocine en tampon 
phosphate sur des bougies de porcelaine Chamberland L38, l’acti- 
vité est presque totalement retenue. L’activité n’est pas diminuée 
aprés chauffage a 60° pendant trente minutes a pH 7, mais elle 
est réduite 4 10 p. 100 aprés dix minutes a 80°. 

La pyocine n’est pas sensible a l’action des protéases. Son 
activité n’est pas modifiée en présence de trypsine ou de papaine. 
Elle est également insensible a V’action de la ribonucléase et de 
la désoxyribonucléase. 

On peut la concentrer et la purifier partiellement par préci- 
pitation des solutions avec du sulfate d’ammonium. Aprés addi- 
tion d'une quantité de sulfate d’ammonium suffisante pour 
obtenir une concentration finale de 66 p. 100, la moitié de lacti- 
vité antibiotique se retrouve dans le précipité. Avec une concen- 
tration finale de 75 p. 100 de sulfate d’ammonium, on obtient 
dans le culot plus de 90 p. 100 de l’activité antibiotique totale. 

La pyocine est extrémement résistante 4 l’action du rayon- 
nement ultra-violet. L’activité n’est pas modifiée par une expo- 
sition de deux heures 4 un rayonnement qui, dans les mémes 
conditions, inactive en quatre-vingts secondes 99 p. 100 d’une 
suspension de bactériophiages T2. 


452 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Il est vraisemblable que la pyocine est une substance de nature 
protéique, ou tout au moins comprenant une fraction protéique. 
Sa grande diffusibilité dans la gélose suggere qu il s'agit d’une 
substance de poids moléculaire relativement peu élevé. 


Il. BiosyNruksE INDUITE DE LA pyocine. — La production de 
pyocine par les bactéries 10 est induite par le rayonnement U.-V. 
dans des conditions analogues a la production de phages par les 
bactéries lysogénes inductibles [7], et & la production de colicine 
par les bactéries colicinogénes inductibles {6}. 

Les cultures de P. pyocyanea 10, en milieu synthétique 
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Fic. 1. — Production de pyocine aprés irradiation des bactéries P. pyocyanea 10. — 


Une culture de bactéries 10 en milieu synthétique glucosé, contenant 3,2.108 bac- 
téries/ml, est _irradiée par les rayons U.-V. pendant dix secondes & 1 m (temps 0). 
A temps variables, un échantillon de la culture est centrifugé. Le culot bactérien 
est broyé avec du sable et remis en suspension dans le volume initial. La 
pyocine est dosée, d’une part dans le liquide surnageant de la culture, 
d’autre part dans le broyat des bactéries, En abscisse, le temps en minutes. 
En ordonnée, la densité optique exprimée en graduations de 1’électrophotométre 
de Meunier, et le nombre d’ « unités arbitraires » trouvé dans le milieu et dans 
le broyat des bactéries. 


glucosé, contiennent peu de pyocine. Dans une culture titrant 
10° bactéries/ml, on en décéle environ 20 a 30 UA/ml dans 
le milieu de culture et moins de 10 UA/ml dans les corps micro- 
biens aprés broyage par le sable. 

Une telle culture en milieu synthétique glucosé est exposée 
4 une dose convenable de rayons U.-V., et l’on suit simulta- 
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nément |’évolution de la densité optique et la teneur en pyocine, 
d’une part dans le milieu de culture, d’autre part dans les corps 
microbiens broyés. Les résultats de cette expérience sont repré- 
sentés sur la figure 1. On voit qu’aprés l’irradiation, la crois- 
sance bactérienne se poursuit a vitesse décroissante jusqu’a la 
soixante-dixiéme minute, qui marque le début de la lyse. A ce 
moment seulement, la pyocine apparait dans le milieu. Sa concen- 
tration s’accroit 4 mesure que progresse la lyse. Dans les corps 
‘bactériens au contraire, la teneur en pyocine est déja importante 
trente minutes aprés Virradiation et elle augmente rapidement 
jusqu’au moment de la lyse. 

Le rayonnement U.-V. induit donc la synthése de la pyocine, 
qui, aprés une « période latente » de soixante-dix minutes, est 
libérée dans le milieu par la lyse des bactéries. 

L’augmentation de densité optique observée pendant la période 
latente correspond bien a des synthéses bactériennes : |’étude de 
la respiration montre en effet une augmentation de |’intensité 
respiratoire sensiblement paralléle 4 augmentation de la densité 
optique. La lyse s’accompagne d’une chute de cette intensité 
respiratoire. 


Les cultures de P. pyocyanea sont, en général, trés sensibles a 
Vaction létale des rayons U.-V. Les souches lysogénes 13(4) et 13(8) par 
exemple, sont trois a4 cing fois plus sensibles qu’Z. coli K 12. Cepen- 
dant, la souche P. pyocyanea 10 est encore beaucoup plus sensible que 
les autres souches de P. pyocyanea. Une dose de cinq secondes corres- 
pondant approximativement 4 une énergie de 40 ergs/mm—? pour la 
longueur 2537 A, laisse plus de 90 p. 100 de survivants chez les bac- 
téries lysogénes 13(8), et seulement 2.10—% survivants chez les bac- 
téries 10. Cette sensibilité particuliérement marquée pourrait s’expli- 
quer par l’action d’une substance photosensibilisatrice, présente dans 
les bactéries 10. Toutefois, entre 2000 et 6000 A, il n’y a pas de 
différence significative entre la courbe d’adsorption des bactéries 13 
et celle des bactéries 10, mesurées au spectrophotométre de Beckman. 

Comme l’induction des bactéries lysogénes, l’induction des bactéries 
pyocinogénes 10 peut étre supprimée par l’action de la lumiére visible 
appliquée apres le rayonnement U.-V. 

Enfin, comme les rayons U.-V., l’ypérite azotée induit la synthése 
de la pyocine, mais cette induction n’est pas photorestaurable. 


Les résultats des expériences précédentes sont tout a fait 
comparables A -ceux obtenus aprés induction de la souche colici- 
nogéne ML. Ils montrent qu’il existe de trés grandes analogies 
entre les bactéries lysogénes inductibles et les bactéries pyocino- 
genes ou colicinogénes inductibles. Dans les trois cas, en effet, 
la croissance bactérienne se poursuit a vitesse décroissante jus- 
qu’a la lyse et la synthése des enzymes respiratoires demeure 
possible. Comme les bactériophages des bactéries lysogénes, la 
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pyocine et la colicine des bactéries productrices ne sont libérces 
dans le milieu que par la lyse des bactéries. 


III. Monn v’acrion pe LA pyocine. — Action létale de la pyocine 
sur les bactéries sensibles. — On sait que les colicines, comme 
les bactériophages, présenlent une grande spécificité d'action, 
due a leur adsorbabilité sur des récepteurs présents seulement 
chez les hactéries sensibles [4, 9]. Dans le cas de la colicine ML, 


@ 


LOGARITHME DU NOMBRE DE BACTERIES SURVIVANTES 


TEMPS EN MINUTES 


Fic. 2. — Survie des bactéries P. pyocyanea 13 exposées a des dilutions variables 
dune solution de pyocine. — A des échantillons de 0,9 ml d’une suspension de 
P. pyocyanea 10 contenant 4.108 bactéries/ml, on ajoute 0,1 ml de dilutions d’unc 
solution de pyocine, de manitre a obtenir les dilutions finales : 1/10, 1/20, 1740, 
1/80, 1/160. Les tubes sont laissés 4 27°. A des temps variables, des échan- 
tillons sont prélevés, dilués et étalés sur gélose, pour permettre de mesurer le 
nombre des bactéries capables de former des colonies. En abscisse, le temps en 
minutes. En ordonnée, le logarithme du nombre des bactéries formant une 
colonie. 


il a, de plus, été possible de montrer que la fixation d’une seule 
« particule » de colicine suffit & entrainer la mort d’une_ bac- 
1érie [67. 
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L’action létale de la pyocine ressemble, a bien des égards, 
a celle de la colicine, ainsi qu’en témoigne |]’étude des courbes 
de survie en fonction du temps d’une méme suspension de bac- 
téries sensibles exposées a diverses dilutions d’une solution de 
pyocine (fig. 2 et tableau I). 


TasLeau I. — Action létale de la pyocine sur les bactéries sensibles. 


x 2 4 


dilution Nombre final Nombre de 
de la de bactéries bactéries tuées 
pyocine tuées en 30 secondes 


(vitesse initiale) 
Vv 


N 
x 10° 


> 750 
> 750 


609 
380 


Ce tableau résume les résultats d’expériences analogues a celle représentée sur la figure 3, 
mais le nombre initial des bactéries varie suivant la dilution de pyocine utilisée. 


On voit que pour les faibles dilutions de la pyocine, les courbes 
de la figure 2 sont sensiblement rectilignes dans leur segment 
intial. Pour les grandes dilutions, les courbes se terminent par 
un plateau. On peut montrer que dans ce segment de la courbe 
le nombre de bactéries survivantes demeure constant, par su:te 
de l’épuisement de la pyocine. Si, aprés trente minutes, on 
centrifuge les mélanges contenant de la pyocine a 1/80 ou 1/160, 
et si lon ajoute au liquide surnageant une suspension fraiche 
de bactéries 13, on constate que le nombre de bactéries viables 
ne varie plus, quelle que soit la durée du contact entre les bac- 
téries et le liquide surnageant. 

Les résultats numériques d’expériences analogues 4a celle 
illustrée par la figure 2, sont résumés dans le tableau I qui pré- 
sente, pour chaque dilution de la pyocine, le nombre total de 
bactéries tuées (plateau terminal), et-le nombre de bactéries tuées 
pendant les trente premiéres secondes a 37° (vitesse initiale). 
L’examen des colonnes 2 et 3 montre que le nombre total de 
bactéries tuées est, pour les dilutions les plus grandes, inver- 
sement proportionne] 4 la dilution de la pyocine. Il est done 
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possible de définir une « unilé létale » de pyocine (U. L.), qui 
est la quantité nécessaire pour tuer une bacteérie. Dans ces expé- 
riences, la dilution 1/320 de la solution employée est suffisam- 
ment grande pour que soit éliminée la fixation de plusieurs unités 
létales sur une méme bactérie, mais elle tue cependant un 
nombre suffisamment élevé de bactéries pour permettre des 
mesures précises. On peut, pour cette dilution, évaluer le titre 
de la pyocine a 10° UL/ml, ce qui permet d’estimer la concen- 
tration de la solution initiale 4 3,2.10'° UL/ml. 

L’allure exponentielle, dans leur segment initial, des courbes 
de survie des bactéries soumises a l’action de petites dilutions 
de pyocine, est compatible avec l’hypothése selon laquelle un 
seul événement est responsable de la mort d’une_bactérie. 
L’examen des colonnes 4 et 5 du tableau I, qui montrent la pro- 
portionnalité existant entre la concentration de la pyocine et la 
vitesse initiale de son action bactéricide, suggére que cet évé- 
nement correspond a la fixation d’une seule « particule ». 

Si l’on fait V’hypothése que chaque unité létale correspond 
a une seule « particule » de pyocine, il est possible d’estimer la 
vitesse de fixation de la pyocine sur les bactéries sensibles, 
daprés |’équation : 


—, = — KCB (4) 


ot. B représente le nombre de bacléries survivant au temps f 
a laction d’une concentration C de pyocine. La constante de 
vitesse K est la constante d’adsorption de la pyocine sur les 
bactéries. L’intégration de l’équation (1) permet de calculer la 
consiante d’adsorption K, d’aprés les résultats expérimentaux. 
La valeur moyenne trouvée pour K est de 29.10!° ml/min. 

Cette valeur est un peu supérieure a celle trouvée chez les 
bactériophages, ot l’efficaciié des collisions est trés voisine de 
Punité, Elle est environ 3,5 fois plus élevée que celle de la 
colicine, et ceci est vraisemblablement da au fait que les « par- 
ticules » de pyocine sont de taille inférieure a celles de la colicine. 

On peut, par la mesure de la survie des bactéries soumises 
a une dilution connue de pyocine, évaluer le rendement moyen 
des bactéries pyocinogénes induites. La solution utilisée dans les 
experiences décrites par le tableau I provient d’un lysat de 
2,7.10° bactéries/ml induites en milieu glucosé. Ce rendement 
peut ainsi étre estimé a: 


3,2 1010 


a7498 1 UL 


de pyocine par bactérie. Le rendement moyen de bactéries 
induites en bouillon est 5 a 10 fois supérieur. 
Les résultats des expériences précédentes présentent done une 
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grande analogie avec les expériences similaires, oti l’agent bac- 
(éricide est la colicine. Dans les deux cas, lirréversibilité de la 
fixation, le taux d’adsorption, le rendement unitaire par bactérie 
productrice suivant les conditions de culture sont trés compa- 
rables 4 ce que l’on peut observer avec des bactériophages tels 
que T2 ou T4. 

Métabolisme des bactéries sensibles soumises a l’action de la 
colicine. — Aprés la fixation sur les bactéries sensibles, |’action 
de la pyocine sur le métabolisme de ces bactéries semble étre 
aussi brutale que celle de la colicine ML. Dans l’expérience 
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Fic. 3. — Métabolisme des bactéries P. pyocyanea. 13 traitées par la pyocine. — 


A une culture de bactéries 13 en phase exponentielle de croissance, on ajoute, 
au temps ¢ = trente minutes, une quantité de pyocine laissant 0,009 survivants 
en deux minutes. Sur des échantillons de cette suspension, on mesure la densité 
optique. Une fraction est distribuée dans les fioles de l'appareil de Warburg 
(2 ml/fiole), agitée & 37° en présence de KOH, ect l’on mesure la consommation 
d’oxygéne. En abscisse, le temps en minutes. En ordonnée, la densité optique 
exprimée en graduations de I’électrophotométre de Meunier et les pl d’O, 
consommés en dix minutes par une suspension-témoin, et par la suspension ayant 
recu de la pyocine. 


représentée sur la figure 3, on a ajouté a une culture de bac- 
téries 13 en voie de croissance exponentielle une quantité de 
pyocine laissant moins de 1 bactérie survivante pour 100 en une 
minute. On voit que la croissance bactérienne est immédiatement 
arrétée et que l’intensité respiratoire demeure constante pendant 
dix a vingt minutes, puis décroit progressivement. ; 

La pyocine semble donc bloquer les synthéses bactériennes. 
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Elle empéche aussi la reproduction d’un bactériophage virulent 
tel que P2 (2) [tableau II]. 


Tasteav Il, — Action de la pyocine sur la multiplication 
d'un bactériophage virulent chez P. pyocyane13. 


Temps d'addition Nombre de bactéries 
* de la pyocine productrices de 


Témoin (N 6. 


A 1,9 ml d'une culture en bouillon de P. pyocyanea 13 contenant 10,5.107 bactéries ml, on 
ajoute 0,1 ml d’une suspension de hactériophage P2 contenant 8,8.109 particules/ml (lemps 0). 
Aprés cing minutes d’adsorption, la suspension est diluée 41/10 dans du bouillon additionné 
de sérum spécifique anliphage, et agitée 4 37°. Une centrifugation montre que 47 p. 100 des 
bactériophages ont été adsorbés. A des temps variables, on préléve 0,9 ml de suspension, 
auxquels on ajoute 0,1 ml d'une dilution de pyocine, qui en deux minutes laisse 1 survivant 
p. 100. Aprés deux minutes, les suspensions sont diluées et élalées sur gélose avec la souche 
indicatrice, avant la lyse. 


Discussion. 


Les expériences décrites dans ce mémoire montrent clairement 
que les propriétés de la pyocine sont en tous points comparables 
a celles de certaines colicines. Ces deux types de substances, 
vraisemblablement de nature protéique, sont libérés par la lyse 
bactérienne et, chez certaines souches, leur synthése peut étre 
induite par exposition des cultures 4 l’action de certains agents 
mutagénes ou cancérigénes. Elles sont adsorbées irréversible- 
ment 4 la surface de bactéries sensibles de la méme espéce ct 
une « particule » suffit 4 entrainer la mort de la bactérie récep- 
rice. Enfin, leur action sur le métabolisme des bactéries sen- 


(2) Le bactériophage P2 est un petit phage virulent donnant de 
grandes plages sur la souche 13. En milieu synthétique glucosé, 
50 p. 100 des particules sont adsorbées en dix minutes A 37°, la période 
latente est de vingt-cing A vingt-sept minutes, et le rendement moyen 
par bactérie de cinquante a soixante-dix [8]. 
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sibles apparait également rapide et brutale, puisque dans les 
deux cas les synthéses bactériennes étudiées sont bloquées apres 
addition du produit, sans période latente mesurable expérimen- 
talement. 

L’ensemble de ces propriétés permet done de distinguer la 
pyocine et les colicines des antibiotiques classiques du type péni- 
c:lline ou streptomycine. Le terme de bactériocine a été pro- 
posé {40} pour cette classe particuli¢re de protéines antibiotiques, 
dont la biosynthése est létale pour la bactérie productrice, ci 
dont l’adsorption est conditionnée par la présence d’un récep- 
teur spécifique. I] est trés vraisemblable que de telles bactério- 
cines existent non seulement chez E. coli et P. pyocyanea, mais 
également chez d’autres espéces bactériennes. 

Les relations entre ces bactériocines et les bactériophages, 
tant du point de vue de leur production. que de celui de leur 
mode d’action, sont évidentes et ont déja été plusieurs fois lon- 
guement discutées [4, 6, 44]. I] parait inutile d’y revenir unc 
nouvelle fois. Cependant, cette comparaison ne vaut que par 
Vanalogie des propriétés observées chez les bactériophages d’une 
part et les bactériocines d’autre part. Bien que certaines souches 
bactériennes aient été décrites, dans les cultures desquelles on 
peut mettre en évidence simultanément une colicine et un ou 
plusieurs bactériophages, aucune preuve expérimentale direcie, 
soit d’une relation immunologique entre colicine et bactério- 
phage, soit du passage d’ une souche lysogéne 4 une souche col:- 
cinogéne ou vice-versa, n’a pu encore élre fournie. 


Résumts. 


1° Les bactéries de la souche 10 de P. pyocyanea sont capables 
de produire une substance antibiotique, la pyocine, active sur 
d’autres souches de P. pyocyanea. 

2° La synthése de la pyocine par plus de 90 p. 100 des bac- 
téries d’une culture de P. pyocyanea 10 peut étre induite par 
exposition des cultures 4 de faibles doses de rayons U.-V. ou 
d’autres agents mulagénes et cancérigénes. La pyocine apparait 
d’abord dans les bactéries, puis est libérée dans le milieu par la 
lyse bactérienne. 

3° La pyocine est adsorbée sur les bactéries sensibles. Une 
« particule » semble suffisan'e pour entrainer la mort d’une 
bactérie. 

4° Le rendement des bactéries pyocinogénes induites est d’en- 
viron 100 « particules » en milieu synthétique, de 500 a 1 000 
en bouillon. 

5° Les bactéries sensibles traitées par la pyocine sont inea- 
pables de poursuivre leur synthése. 
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ensemble de ces propriétés permet de rapprocher la 


pyocine des colicines, qui forment une classe particuliére d’anti- 
biotiques : les bactériocines. Bactériophages et bactériocines pre- 


sentent 


de nombreuses analogies, tant par leur mode de produc- 


tion que par leur mode d’action. Toutefois, aucune preuve €xpeé- 
rimentale directe de leur parenté n’a pu encore étre fournie. 


[4] Ss. 


[2] E. 


[3] A. 
[4] P. 
[5] V. 
[6] F. 


P7VEAR 
[8] F. 
[9] P. 

[40] F. 


(Ad) F. 
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ISOLEMENT ET EMPLOI DE PHAGES NOUVEAUX 
POUR IDENTIFIER 
LES SOUCHES DE STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 
INSENSIBLES AUX PHAGES CLASSIQUES 


par R. WAHL et J. FOUACE (°). 


Unstitut Pasteur.) 


Grace aux améliorations apportées a la méthode, on peut actuel- 
lement identifier par les phages un trés grand nombre de souches 
de staphylocoques pathogénes ; en particulier l'emploi des faibles 
dilutions de phages représente un progrés sérieux [4]. Mais il faut 
compter encore avec un reliquat assez important de souches non 
identifiables par les phages aujourd’hui utilisés dans la plupart 
des Jaboratoires, et que nous appellerons, dans la suite, les phages 
classiques. 

Par exemple sur 455 souches [isolées en France ou en Italie] (1), 
prises au hasard, 113 (25 °,) n’étaient pas identifiables avec les 
phages classiques aux dilutions critiques ; une partie de celles-ci 
était avec les phages classiques dilués au 1/4. Il restait cependant 
30 souches (soit 6 °/, du total) qui ne donnaient aucune réaction 
ou seulement des fausses réactions avec les phages classiques, 
méme non dilués, c’est-d-dire qui étaient réellement non tidenti- 
fiables par ces phages. 

Deux de ces souches ont été perdues. Par ailleurs, des souches 
non identifiables par les phages classiques isolées en Grande- 
Bretagne nous ont été fournies aimablement par R. E. O. Williams 
et J. Es Rippon. Au total nous disposions de 53 souches. non 
identifiables par les phages classiques, dont 28 de notre. collect: on 
et 25 de celle de Williams. 


LES PHAGES PRODUITS PAR LES SOUCHES ACTUELLEMENT IDENTIFIABLES 
SONT INACTIFS SUR LES SOUCHES NON IDENTIFIABLES. 


Nous avons d’abord cherché des phages actifs sur ces souches, 
d’une part parmi ceux qui nous ont été envoyés par d’autres labo- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1953. 
(1) Nous devons ces derniéres & l’obligeance de G. Rita. 
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ratoires ; d’autre part parmi ceux que nous avons isolés a partir 
de souches lysogénes identifiables par les phages classiques. 

1° Les phages envoyés par d'autres laboratoires étaient pour 
la plupart inactifs sur nos souches non identifiables par les phages 
classiques; quelques-uns montraient une faible activilé sur cer- 
{aines souches : 

En effet : 

a) Les phages de Williams Smith [8], provenant de staphylo- 
coques lysogénes pathogénes pour les animaux étaient inactifs. 

b) Parmi les phages isolés par R. E. O. Williams et J. Rippon [7], 
les phages 70 et 55 non dilués ont donné quelques plages chacun 
sur une souche différente. Par entrainement sur ces souches, nous 
avons obtenu les phages nouveaux 55 A et 70 A. 

c) Le phage 81 B, de P. Rountree [8], non dilué s’est montré 
actif sur 5 souches. 

d) Les phages T 230-51 et W de Saint-Martin n’ étaient actifs sur 
aucune souche. 

2° Les phages isolés de souches lysogénes identifiables par les 
phages classiques se sont montrés inactifs sur les souches non 
identifiables par ces phages. — I] est assez fréquent que chez des 
souches de staphylocoques conservées a la glaciére ou au labo- 
ratoire en milieu liquide ou solide, la proportion de_bactéries 
spontanément lysées devienne soudain trés grande. Nous discu- 
terons plus loin les interprétations possibles de ce phénoméne. 

En tout .cas, il est facile avec de telles souches d’obtenir une 
préparation de phages de titre élevé. Il suffit d’en faire une culture 
de cing heures en eau peptonée glucosée 4 37°. On place ensuite 
eette culture 4 la glaciére pendant dix-huit heures et on la filtre, 
apres la lyse. La souche productrice est, en général, résistante a 
son phage, mais on trouve d’autres souches qui lui sont sensibles, 
et on peut en entrainant les phages sur ces souches obtenir des 
préparations de titre élevé. 

Celles-ci ne se sont jamais montrées actives sur des souches non 
identifiables par les phages classiques. Par contre elles sont 
actives sur un plus ou moins grand nombre de souches identifiables 
par les phages classiques. Dans la plupart des cas, elles sont 
actives sur les souches du méme groupe que la souche originelle ; 
et parfois aussi sur des souches d’autres groupes (2). Nous 
donnerons quelques exemples pour des phages essayés chacun 
sur 70 souches dont 16 appartenant au groupe I, 18 au groupe II, 
13 au groupe IH, 16 au groupe IV et 7 sensibles 4 des phages de 
plusieurs groupes. 


Le phage 518, extrait d’une souche du groupe I, était actif sur 


(2) Ces groupes ont été décrits dans une publication antérieure [4]. 
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3 souches du groupe I, sur 2 souches du groupe II et sur 1 souche 
du groupe IV. 

Le phage 702, extrait d’une souche du groupe IJ était actif 
sur 3 souches du groupe II. 

Le phage 730, extrait d’une souche du groupe II/I, était actif 
sur 7 souches du groupe III et sur une souche du groupe II. 

Le phage 99, extrait d’une souche du groupe IJ, est actif sur 
7 souches du groupe II. 

Il semble done que la plupart des phages produils par les 
souches de staphylocoques lysogénes sensibles aux phages clas- 
siques et isolés dans ces conditions soient apparentés, si l'on 
en juge par leur gamme d’action, aux phages auxquels la souche 
productrice est sensible. Il était vraisemblable qu’il en serait de 
méme pour les phages produits par des souches insensibles aux 
phages classiques. S’il en était ainsi il fallait s’attendre A ce que 
les souches non identifiables par les phages classiques ne soient 
identifiables que par des phages nouveaux provenant d'autres 
souches non identifiables par les phages classiques et aussi a ce 
que certains au moins de ces phages nouveaux alent une gamme 
d’action trés différente de celle des phages classiques. 

Ces hypothéses ont été vérifiées, comme nous allons le montrer. 


I[SOLEMENT ET SELECTION DE PHAGES NOUVEAUX A PARTIR DE SOUCIIES 
NON IDENTIFIABLES PAR LES PHAGES CLASSIQUES. 


Notre méthode est dérivée de celle de Fisk [4]. Elle comporte 
les temps suivants 

1° Premier isolement de phages. — De chacune de ces souches 
on fait 4 87° une culture de dix-huit heures sur gélose. De chaque 
culture sur gélose on fait une émulsion en eau physiologique que 
l'on ensemence en nappe sur une plaque de gélose. On_ laisse 
sécher et on dépose I goutte d’une culture en eau peptonée de 
chacune des autres souches. Aprés dix-huit heures 4 30° ou cing 
heures 4 37° on observe des lyses (lyse totale ou plages) au 
niveau de certaines gouttes. 

On lave ces zones de lyse avec un peu d’eau peptonée et on 
dépose I goutte du liquide de lavage, non filtré ni centrifugé (3) 
sur une culture de chacune des deux souches dont la conjonction 
a produit la lyse. On détermine ainsi quelles sont la souche détec- 
trice et la souche lysogéne. 

2° Entrainement des phages sur la souche détectrice. Pour cela 
on essaie a la fois les deux méthodes suivantes : 


(3) Avec les liquides filtrés ou méme seulement centrifugés on cbtient 
beaucoup moins de résultats positifs, probablement parce que ccs 
phages au moment de leur isolement ne sont souvent aclifs qu’’ l’état 
« naissant ». 
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a) La méthode classique de passages en série sur des étale- 
ments de la souche détectrice (sans filtration). 

b) La culture simultanée en eau peptonée de la souche lysogene 
et de la souche détectrice. L’expérience a montré que les quantités 
ensemencées devaient ¢tre différentes pour les deux souches et 
que les proportions les plus favorables étaient : quatre fois plus 
de bactéries de la souche détectrice que de la souche lysogéne. 
On laisse cing heures a l’étuve puis dix-huit heures a la glaciére. 
Dans les cas favorables une lyse parfois totale se produit. C’est 
seulement dans ce cas que la méthode est utilisable (ce qui est 
fréquent), Mais alors on gagne du temps, car le titre est d’emblée 
assez élevé (8 x 10° ph/em* environ). 

Si la seconde méthode échoue, on se contente de la premiére 
qui réussit le plus souvent, mais qui est lente. 

8° Entrainement de mutants des phages, isolés sur d'autres 
souches. 

On a, dans le temps précédent, isolé 14 phages avec lesquels 
on a préparé des lysats de titre élevé (ce titre étant pris sur la 
souche détectrice). Certains de ces lysats ont produit alors 
quelques plages sur des souches pour lesquelles on n’avait pas 
détecté de phages par les opérations précédentes. Ces plages 
étaient donc dues a des phages mutants (et on a vérifié que leur 
gamme d’activité était différente). Ces phages mutants, au nombre 
de 12, ont été obtenus également a un titre élevé par entrainement 
sur la souche correspondante. 

4° Sélection des phages intéressants. — On avait finalement 
isolé, par cette méthode, 26 phages nouveaux différents, a partir 
de 53 souches non identifiables par les phages classiques. On a 
ajouté a ces phages les deux mutants 55 A et 70 A, provenant des 
phages anciens 55 et 70 (voir plus haut). 

Ces 28 phages, amenés a un titre élevé, ont été alors essayés 
a diverses dilutions sur les 53 souches non identifiables ainsi 
que sur des souches identifiables par les phages classiques, 

15 phages ont été éliminés a la suite de cette épreuve, soit parce 
que trop peu spécifiques (agissant sur presque toutes les 
souches), soit parce que faisant double emploi avec d’autres. 
Dans ce second cas, entre plusieurs phages ayant a peu prés la 
méme gamme d'action, on a choisi celui qui permettait d’iden- 
tifier le plus grand nombre de souches. 


CLASSEMENT DES PHAGES NOUVEAUX. 


Les 18 phages retenus ont été essayés finalement sur 75 souches 
non identifiables par les phages classiques : les 53 qui avaient 
servi a leur isolement et 22 autres isolées dans un service hospi- 
taller, et que nous devons a l’obligeance de Pillet. 
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Ces phages ont été répartis en trois séries, en fonction de leur 
spécificité, de leurs parentés et du nombre de souches qu’ils 
permettaient d identifier. 


Premiere série. — Phages 735 A, 735 G et 735 E. 


Ils sont remarquables par plusieurs caractéres : 

a) Leur grande spécificité qui dépasse méme celle des phages 
classiques les plus spécifiques (ceux des trois premiers groupes). 
Nous n’avons pas rencontré jusqu’ici de souche attaquée a la 
fois par eux et par d’autres phages. 

b) Leur parenté étroite. Ils sont souvent associés entre eux 
par 2 ou par 3 dans l’attaque d’une souche. 

c) Leur gamme d'action assez étendue : ils ont permis d’iden- 
tifier 30 souches non identifiables par les phages classiques 
sur 75. 

A cause de ces trois caractéres, nous les considérons comme 
constituant un nouveau groupe de phages caractérisant un nou- 
veau groupe de souches. Bien plus, toutes les souches sensibles 
a ces phages ont présenté les mémes réactions sérologiques, 
elles étaient agglutinées par les sérums des types 1, 4 et 8, 
d’aprés Pillet. 


Deuxieme série. — Phages 838 A, 838 C, 838 D, 847 B, 841. 


a) Ils sont moins spécifiques, car ils attaquent des souches 
sensibles également a divers phages classiques, avec prédi- 
lection pour les souches du groupe I. 

En effet, des phages de cette série ont attaqué : 


DansMersvotipe Ages cbs WSIS Ay CoSN 5 ors 5 souches sur 8. 
Dangle grouped islienoths- te oe Se oes 4 — sur 3. 
DAS eLOH ORO ONUL ess: at aeeera ae te ei eileen 0 == sur 8. 
Menasha ares Toyo ae; INE co Raval Suen lon intr ibd Rac 4 _— sur 9. 


Enfin, deux souches sensibles a la fois & des phages des 
séries II et IV, l’étaient aussi &4 des phages de cette deuxiéme 
série. 

b) Leur parenté est montrée par l’association fréquente de 
plusieurs d’entre eux. De plus ils ont une parenté avec le phage 
31 B, qui s’est trouvé quatre fois associé a des phages de cette 
série. 

Notons que les souches sensibles 4 847 B sont rares; il n’a 
permis d’identifier que 3 souches, dont une a lui seul, une en 
association avec 838 A et une aulre en association avec 838 D. 

c) Leur gamme d'action est assez étendue, mais moins que 
celle des phages de la série précédente. Is ont été actifs sur 
24 souches insensibles aux phages classiques (sur 75) et sur 
12 souches sensibles a ces phages (sur 30). 
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Troisieme série. — Phages 380, 734, 735 F, 70 A, 55 A. 


a) Ils sont trés spécifiques. — Les souches sensibles a Pun 
d’entre eux le sont rarement aux phages d'autres séries (nou- 
veaux ou classiques); les seuls cas observés sont : 70 A, une 
fois associé a 847 B et 55 A, une fois associé a 841. 

b) Ils n’ont pas de parenté entre eux. 

c) Leur gamme d'action est trés étroite. — Les phages 380, 
735 F et 70 A n’ont identifié qu’une souche chacun ; seul 5& A en 
a identifié deux. 

Avee les 13 nouveaux phages, on a pu identifier 60 souches 
non identifiables par les phages classiques sur 75, soit 80 ‘%, 
(21 sur 28 de notre collection; 20 sur 25 envoyées de Londres, 
et 19 sur 22 isolées dans un h6pital parisien). 

Sur ces 60 souches identifiées avec les phages nouveaux : 


Sont sensibles aux phages nouveaux de la premiére série . . . 30 
Sont sensibles aux phages nouveaux de la deuxiéme série. . . 24 
Sont sensibles aux phages nouveaux de la troisiéme série. . . 6 


Pour avoir une idée du progrés réalisé par lVadjonction des 
phages nouveaux aux phages classiques, nous rappelons que 
sur 455 souches de notre collection prises au hasard, 30 étaient 
non identifiables par les phages classiques. Sur 28 de ces souches 
on a essayé les nouveaux phages: le nombre des souches non 
identifiables a été réduit a 7 (1,5 °,) au lieu de 28 (6 %,). 


Discussion. 


1° Nous savons que, au point de vue de |]’étendue de leur 
gamme d’action, les phages des staphylocoques se classent en 
deux grandes catégories : 

a) Des phages 4 gamme d’action trés étendue. Ils sont de ce 
fait peu intéressants pour l’identification des souches. Dans cette 
catégorie, il faut encore distinguer deux sortes de phages. Ceux 
de la premiére sorte peuvent lyser un trés grand nombre de bac- 
téries 4 trés faible concentration. Is sont actifs sur un trés grand 
nombre de souches (80 °/, environ). Tels sont les phages E. W, S,K. 
de notre collection, ~ 119, » 130, 181, » 200, que nous devons a 
Vobligeance de Boulgakow. Ils ont été isolés en général de l’eau 
d’égout. 

_ Les phages de la seconde sorte ont un pouvoir lytique moindre, 
ils sont actifs sur un nombre de souches moins grand. Tels sont 
Je phage 68 actif sur 57 °/, des souches (Wahl et ‘Lapeyre-Men- 
signac (5]), les phages 155 et 166 (Wallmark [6]), actifs sur 
environ 42 °/, des souches. Le phage 68 semble provenir d’une 
souche lysogéne. Nous ignorons la provenance des phages de 
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Wallmark. Tous les trois appartiennent, selon R. E. O. Williams 
et Rippon au méme groupe sérologique [7]. 

b) Des phages & gamme d’action limitée, plus ou moins 
étroite, parmi lesquels sont choisis les phages d’identification. 
Ils sont tous issus de souches lysogénes. 

2° Nous avons vu que les souches de _ staphylocoques lyso- 
génes sont généralement insensibles (comme dans le cas des sal- 
monelles) a "Vinfeetion par le phage qu’elles produisent. Mais, a 
certains moments, la proportion de bactéries spontanément lysées 
devient soudain trés grande. 

On peut faire plusieurs hypothéses a4 ce sujet : accroissement 
du taux des bactéries productrices de phages ; mutation de bac- 
téries lysogénes (résistantes au phage produit par elles) en bac- 
téries sensibles a ce phage ; mutation de phages, qui deviendraient 
actifs sur les bactéries lysogénes. Il est possible que, suivant les 
cas, un ou |’autre phénomeéne se produise. Mais la mutation de 
phages parait rare, car dans la plupart des cas les phages 
extraits du milieu ot la culture s’est lysée spontanément ne 
produisent pas de plages sur la souche prise a une phase ot 
elle ne présente pas de lyse spontanée apparente. 

3° Les constatations faites plus haut sont en faveur d’une 
parenté entre les phages 4 gamme d’action étroite (phages de 
la deuxiéme catégorie) produits par une souche lysogéne de 
staphylocoques et les phages de la méme catégorie actifs sur cette 
souche. 

4° Le parallélisme entre les réactions aux phages et les réactions 
sérologiques, que nous avons montré avec Pillet pour les groupes 
de souches I, II et III [4] a été observé également pour un nou- 
veau groupe de souches, identifiables par les phages nouveaux. 


R&suME ET CONCLUSIONS. 


1° Les souches de staphylocoques étudiées, insensibles aux 
phages classiques, |’étaient aussi a la plupart des autres phages 
utilisés parfois par les auteurs et 4 tous les phages isolés par 
nous a partir de souches lysogénes sensibles aux phages clas- 
siques. 

2° A partir d’un grand nombre de ces souches, qui étaient 
lysogénes, nous avons isolé des phages, actifs respectivement sur 
un plus ou moins grand nombre d’entre elles. 

3° Il résulte de ce qui précéde que certains, au moins, des 
phages produits par une souche de staphylocoques (ceux qui 
appartiennent a la catégorie des phages 4 gamme diaction 
étroite) sont apparentés aux phages de méme catégorie actifs 
sur cette souche. 
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4° Nous avons indiqué une technique pour lisolement et la 
sélection de phages nouveaux. 

5° 18 phages nouveaux se répartissant en trois séries ont été 
finalement retenus. La premiére série comprend 3 phages trés 
spécifiques, capables d’identifier un nombre important de souches 
non identifiables par les phages classiques et caractérisant un 
nouveau groupe de souches, groupe ayant non seulement des 
réactions définies aux phages, mais aussi des réactions séro- 
logiques caractéristiques (ce qui montre une fois de plus le 
parallélisme entre les réactions aux phages et les réactions séro- 
logiques). Les phages de la seconde série sont moins spécifiques, 
ceux de la troisiéme ne peuvent identifier chacun, qu’un petit 
nombre de souches. 

6° L’adjonction des phages nouveaux aux phages classiques a 
réduit le nombre des souches non identifiables 4 1,5 °/, au lieu 
de 6 %,. 
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A PROPOS DES TRAVAUX DE BRESLER 
SUR LA SYNTHESE DES PROTEINES 
SOUS HAUTES PRESSIONS 


par G.-P. TALWAR (*) et M. MACHEBOEUF + (*). 


(Institut. Pasteur.) 


Bresler, depuis 1947 [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7], affirme réaliser la 
synthése des protéines a partir de leur hydrolysat enzymatique 
sous des pressions élevées. I] laisse l’enzyme agir sur la protéine 
pendant quelques heures. Ensuite il. soumet le mélange de la 
protéine partiellement digérée et de enzyme 4 une pression de 
Vordre de 6 000 kg/cm? pendant huit & vingt heures. A la’ sortie 
de la presse, il observe, dit-il, une dimimution de l’azote aminé 
libre (mesuré par les méthodes de Van Slyke et de Soerensen). 
Une telle synthése aurait été observée par Bresler pour la géla- 
tine, les globulines du sérum et d’autres protéines en présence 
de trypsine. Bresler aurait aussi observé que l’amidon dégradé 
par Vaction de l’amylase pourrait reformer un produit semblable 
a l’amidon initial, par la pression hydrostatique en présence de 
Vamylase. Selon cet auteur, la présence de l’enzyme serait 
nécessaire pour que la synthése évolue, car un échantillon 
comprimé en présence de l’enzyme dénaturé ne montrerait pas 
des résultats semblables. 

Ces travaux ont suscité un grand intérét. Nous avons entrepris 
maintes séries d’expériences, mais nous n’avons jamais observé 
la synthése de protéine ou d’amidon. 

Examinons les conditions de travail de Bresler. Sa technique 
est identique 4 celle que nous utilisons. I] remplit une ampoule 
de verre avec le liquide en étude. Cette ampoule se termine par 
un tube capillaire. Il place cette ampoule dans un sac de 
caoutchouc (1) rempli également avec le liquide en étude. Le sac 
est fermé, puis placé dans une chambre d’expérience entourée 
par de l’eau distillée qui transmet la pression iacquise par des 
moyens hydrauliques. 


(*) Boursier de 1’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Manuscrit recu le 25 octobre 1953. 
(1) Bresler n’a pas précisé la nature du caoutchouc qu'il emploie. 
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Pour remplir l’ampoule, Bresler fait le vide. dans une cloche 
afin de faire pénétrer le liquide dans l’ampoule lorsque |’air rentre 
dans la cloche. - 

Nous avons aussi effectué quelques essais en utilisant cette 
technique de remplissage, mais les résultats étaient identiques 
4 ceux obtenus en remplissant l’ampoule sans l’aide du vide. 

Nous avons déja exposé [8] les résultats que nous avons 
observés en travaillant avec Vamidon. Les hautes pressions 
(6 000 kg/em?, 8 000 kg/cm? sous lesquelles travaille Bresler) 
arrétent l’action hydrolytique de l’amylase, mais aucune syn- 
these ne s’effectue, car le pouvoir réducteur reste ce qu'il était 
au moment de la mise en presse. Vingt-cing essais ont été faits 
avec différentes concentrations de ]’enzyme et en faisant varier 
d’autres facteurs: pH, durée de la compression, valeur de la 
pression, etc. Jamais nous n’avons observé la synthése de 
l’amidon. Nous avons essayé de reproduire enfin toutes les condi- 
tions, jusqu’au dernier détail, sous lesquelles Bresler travaille. 
Nous avons méme refroidi la presse avec de la neige carbonique 
afin d’empécher, par le froid, toute évolution éventuelle des réac- 
tions enzymaliques pendant et aprés la décompression. Mais 
jamais nous n’avons pu déceler la moindre trace de synthése. 
Selon les affirmations de Bresler, on aurait obtenu dans ces 
conditions 80 4 100 p. 100 de produit resynthétisé. Nos méthodes 
de dosage auraient permis de déceler des proportions de syn- 
théses, méme si elles avaient été considérablement plus petites. 

N’ayant observé aucune synthése d’amidon sous les pressions 
hydrostatiques élevées, nous avons tenté la synthése des pro- 
téines mentionnées par Bresler. 

Les premicres séries d’essais furent conduites sur la gélatine. 
Une solution a 1 p. 100 fut préparée dans le tampon borate 
(0,2 M en ions borate), dont le pH fut 9,15 (pH le plus favorable 
mentionné par Bresler). La trypsine était une préparation puri- 
fiée (2). Une concentration de 0,05 p. 100 fut employée. On laissa 
agir l’enzyme sur le substrat pendant deux heures et vingt-deux 
minutes, 4 37°C. Une partie du mélange fut alors soumise a 
6000 kg/cm? pendant environ quatorze heures. L’azote aminé 
libre fut dosé par la méthode de van Slyke [9] dans le mélange 
comprimé et dans le témoin non comprimé. La figure 1 résume 
les résultats. I] n’y a pas eu de synthése. 

Nos résultats sont identiques a ceux que Machebocuf et coll. 
avaient obtenus en 1950 [40]. 


(2) Trypsine commerciale dite « pure » de « British Drug House » 
que nous avons traitée par de l’eau acidulée A pH 3 par HCl. On élimi- 
nait la partie insoluble, puis on soumettait A la dialyse contre de l’eau 
hidistillée pendant plusieurs jours. L’eau était enfin évaporée par 
sublimation de glace (lyophilisation). 
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D’ailleurs il existe plusieurs autres travaux [44, 12] ou des 
systemes enzymatiques ont également été soumis a de hautes 
pressions de l’ordre que Bresler emploic. Jamais on n’a observé 
la synthése de la protéine utilisée comme substrat: On observe 
au contraire une dénaturation de l’enzyme qui augmente avec !a 
durée de compression. Ceci concorde bien avec nos résultats 
antérieurs [8]. Voyons ce que Bresler dit A ce propos. Dans ses 
quatre premiéres publications [4, 2, 3, 4], il n’a jamais fait 


Centimetres cubec ~ 
d‘Azote d‘apres V:S 


PRESSION 6000 Kg/cm* 
TAMPON BORATE 


Temps en heures 


40 20 30 0m 5d 


Pie. 4. 


allusion & une inactivation éventuelle de l’enzyme qui pourrait 
survenir pendant la compression a 5000-10000 kg/cem?. Au 
contraire, en 1947, il écrit [2] qu’une méme quantité de trypsine 
retiendrait son activité méme apres plusieurs séjours sous de 
hautes pressions de l’ordre de 5000 kg/em?. La concentration 
de la trypsine employée était 0,033 p. 100. Le pH de la solution 
était 8,5 a 9,2 (8), tampon borate 0,1 M. A une solution de 
eélatine connue 1-4 p. 100, Bresler ajoutait la trypsine dans une 


(3) Selon Kunitz et Northrop [43] le maximum de stabilité de la 
trypsine serait au voisinage de pH 5. Curl et Jansen (1950) ont observé 
que la dénaturation de la trypsine par pression est plus prononcée 
au-dessus de pH 4. 
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proportion de 1/30. Le mélange était laissé a 37° C a la pression 
atmosphérique pendant quelques heures (hydrolyse). Ensuite le 
mélange était soumis a 5000 kg/em* pour une durée variable 
entre huit et vingt heures. Au moment de la décompression, la 
presse était refroidie par de la neige carbonique. ‘Le mélange 
congelé sorti de la presse contiendrait, dit Bresler, un produit 
tout semblable A la gélatine imitiale. Si une partie de ce mélange 
est maintenue a la pression atmosphérique, Phydrolyse tryptique 
recommence et avec la méme vitesse qu’auparavant ; 4 un moment 
donné, on peut remettre une fraction de ce mélange dans la presse 
et on obtiendra de nouveau une synthése de la gélatine a partir 
de ses produits d’hydrolyse. Le mélange synthétisé la deuxi¢me 
fois recommencera A s’hydrolyser une fois encore s’il est ramené 
a la pression atmosphérique. Selon Bresler, ce processus pourrait 
se répéter plusieurs fois avec la méme quantité d’enzyme ajoutée 
au début de l|’expérience. Ceci laisse entendre que les pressions 
élevées n’exercent aucun role destructif sur Vactivité de enzyme. 
Nos observations sont contraires, ainsi que celles de plusieurs 
autres travailleurs [14, 42, 14, 45, 16, 17}. 

Dans une trés récente publication [7], Bresler reconnait enfin 
que les enzymes cristallisés subissent une dénaturation sous des 
pressions élevées. I] affirme cependant qu’une solution de glucose 
4 20 p. 100 suffirait 4 empécher cette dénaturation de l’enzyme. 
Nous avons done fait une expérience dans de telles conditions. 
Une solution de cristalbumine de sérum de cheval est amenée, 
par un peu de soude, au pH 8,4. Ensuite elle est chauffée a ]’ébul- 
lition pendant dix minutes pour dénaturer la protéine. Dans ces 
conditions d’alcalinité, la sérumalbumine dénaturée ne précipite 
pas. A cette solution, on ajoute de Ja trypsine (concentration 
finale : 0,09 p. 100) en tampon borate (0,2 M) pH 8,46. Un 
mélange semblable est réalisé dans un milieu contenant 20 p. 100 
de glucose. Les deux mélanges sont abandonnés a 1’étuve (37° C) 
pendant deux heures. Ensuite une partie de chacun est soumise 
a 6 000 kg/cm? pendant seize heures trente minutes, Les mesures 
sont faites sur des échantillons de 2 ml auxquels on ajoute 2 ml 
d’une solution d’acide trichloracétique & 20 p. 100. On incube 
pendant une heure a 37° C, puis on centrifuge. La densité optique 
du surnageant (4) est mesurée au photométre Beckmann pour 


2800 A. Une solution d’acide trichloracétique de méme teneur 
sert comme témoin (zéro pour les mesures). Voici les résultats 
obtenus : 

On voit tout d’abord que V’hydrolyse enzymatique dans le 
mélange contenant le glucose est plus lente que dans le mélange 
ou l’on n’a pas ajouté de glucose. 


(4) Le surnageant est dilué quatre fois par de l’eau bidistilléc. 
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Ss eI Pdvet Gn 6 000 ke/em? pression 6 000 ke/cm? 

2 S Sais pendant 16 h. 30 normale pendant 16 h. 30 
pee 3 main. 0,259 0,307 
2 419 inin. 0,750 |Mise en presse. 0,542 Mise en presse. 
3 48 h. 30 0,925 Sortie 0,788. 0,760 Sortie 0,715. 
4 22 h. 45 0,835 0,795 


Dans les deux cas, il y a un ralentissement de lhydro- 
lyse pendant la compression, mais aucune synthése . n’est 
décelable a la sortie de la presse, méme en présence de 
glucose. 

Selon Bresler (1952), la concentration de l’enzyme nécessaire 
pour la synthése serait infime : 0,0005 p. 100. Mais nous savons 
que les pressions élevées exercent un role dénaturant; nous 
pouvons donc nous demander si la présence de l’enzyme actif 
est obligatoire et si les pressions élevées seules ne suffisent pas 
a produire la soi-disant synthése. Nous avons effectivement 
constaté que la pression hydrostatique fait accroitre la viscosité 
des solutions de gélatine [48]. A la sortie de la presse, la solution 
posséde une viscosité beaucoup plus élevée que le témoin resté 
a la pression atmosphérique. Quand l’enzyme est, en outre, 
présent dans la solution, la viscosité commence a baisser progres- 
sivement suivant une courbe dont l’allure est semblable a celle 
de l’hydrolyse de la gélatine dans les conditions normales de 
pression atmosphérique. Si une partie de ce mélange est remise 
en presse, on observera de nouveau un accroissement de la visco- 
sité. Aprés décompression, la viscosité commencera de nouveau 
a baisser. Ce processus peut se répéter maintes fois. On sera 
frappé par la similitude entre ces résultats et ceux donnés par 
Bresler pour une de ses expériences. Bresler a travaillé avec !e 
méme substrat (gélatine) et il emploie dans cette expérience !a 
viscosité pour apprécier la synthése de ces substrats. Mais, 
contrairement a ce qu’affirme Bresler,.nous n’observons pas la 
moindre diminution de l’azote aminé libre au cours de ces 
processus. 

Nous avons, enfin, également observé qu’un accroissement de 
viscosité de la gélatine sous des pressions élevées peut se pro- 
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duire sans que l’enzyme actif soit présent [18] (5). On. doit aussi 
remarguer que la viscosité baisse un peu quand la solution pressée 
est laissée a la pression atmosphérique. Or, cetle basse de visco- 
sité ressemble A la baisse qui intervient quand l’enzyme présent 
dans un mélange pressé reprend son action hydrolytique. En 
somme, dans cette expérience, il n’y avait pas du tout d’enzyme 
actif et, cependant, nous avons obtenu par compression : 

1° Une augmentation de viscosité de la gélatine ; 

2° Une courbe de viscosité se confondant avec celle obtenue 
en présence d’enzyme actif. 

On a Vimpression que les expériences de Bresler sont analogues. 
C’est seulement dans ses conclusions qu’il a dépassé le cadre de 
ses observations. L’augmentation de viscosité que l’on observe ne 
correspond pas A une syn'hése pepltidique de la gélatine. Car 
cette augmentation se fait sans que l’enzyme actif soit présent 
dans la solution; il n’y a rien d’étonnant 4 ce que Bresler effectue 
sa « synthése » avec une concentration initiale de 0,0005 p. 100 
seulement de trypsine (1952). Et pourtant, dans la discussion 
théorique de ses travaux, Bresler admet la présence obligatoire 
d’enzyme pour pouvoir réverser le sens de la réaction. 


ROLE DU TAMPON. 


Dans ses travaux, Bresler [8] assigne un role particulicrement 
important 4 la nature du tampon. Selon lui, AV (changement de 
volume lors de hydrolyse de la protéine) aura un signe positif 
ou négatif selon le tampon qu’on emploiera. Dans un tampon 
borate 0,2 M, pH 9 AV = 9,5 ml/mol de la protéine. Dans un 
tampon carbonate 0,1 M, pH 10,2 AV = 12 ml/mol. 

Pour le tampon phosphate 0,1 M AV = 0 et dans l’eau pure 
AV = -— 12,5 ml/mol. Or, selon lui, la pression hydrostatique 
produira la synthése seulement si les solutions sont en tampon 
borate ou carbonate. Dans le tampon phosphate, la pression n’aura 
aucun effet et si la solution de protéine et d’enzyme est dans 
eau pure, la pression produit juste l’effet contraire, c’est-da-dire 
une accélération de hydrolyse. Nous ne discuterons pas pour 
instant ces arguments fallacieux (voir plus loin). Voyons ce que 
donnent comme résultats des expériences conduites par nous dans 
les différents milieux tamponnés, mentionnés par Bresler. 

‘Les trois expériences (exprimées par les figures 2, 3, 4) furent 
faites avec de la gélatine comme substrat (concentration 1 p- 100). 
La premiére expérience (fig. 2) est conduite dans le tampon 
borate (0,2 M), pH 7,6; la seconde dans le tampon phospha‘e 


(5) Un travail portant plus spécialement sur la viscosité des solutions 
de gélatine aprés compression doit faire Vobjet d’un mémoire indé- 
pendant (G. P. Talwar). 
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(M/15) pH 7,5 + 0,1 et la troisisme dans l'eau pure dont le pH 
au départ fut amené a 7,6 par une infime trace de soude. La 
trypsine (concentration 0,05 p. 100) est employée comme enzyme. 
L’évolution de hydrolyse est suivie par des dosages de groupe- 
ment carboxy] libre en faisant les titrations en présence de formol 
selon Lévy [49]. Dans les trois cas, une partie du mélange est 
comprimée a 5500 kg/em? pendant environ dix-neuf heures. La 
température étant 37° C, comme on peut le voir par les figures 2, 


on Millilitrey de Soude NZ 9 
PH 65 x 


| Experience con dvite 
dans leau distillée. 


Temps en hevres 


PHajuste a 76701 
50 


Fic. 4. 


3, 4, nous n’observons dans aucun cas la synthése de la gélatine 
hydrolysée. Les résultats obtenus dans les deux tampons borate 
et phosphate sont sensiblement pareils. Dans le tampon phos- 
phate, il y a eu plus dénaturation de l’enzyme pendant la compres- 
sion (I’hydrolyse n’évolue plus que trés lentement aprés décom- 
pression). Dans le cas de l’expérience conduite dans l’eau (sans 
tampon), la pression a ralenti l’hydrolyse, comme dans le cas des 
expériences conduites dans les tampons borate et phosphate. Mais 
le pH ne reste pas constant (7,6 au départ ; 5,5 au moment de la 
Mise en pression ; 6,5 aprés plusieurs heures a la pression atmo- 
sphérique et 5,5 a la sortie de la presse). Nous n’obtenons done 
pas une courbe aussi réguliére que pour les expériences effec- 
tuées dans des solutions tamponnées. 
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Quelques autres condilions précisées par Bresler pour obtenir, 
dit-tl, la synthése des protéines : 


a) La pression. — Selon Bresler [4], la proportion de synthése 
effectuée dépend de la pression. A 2000 kg/cm? seulement, 
20 p. 100 de la gélatine seront synthétisés et 80 p. 100 resteront 
a Pétat hydrolysé. A 3000 kg/cm?, 28 p. 100 seront synthétisés ; 
a 5 000 kg/cm’, 60 p. 100 et a 6000 kg/cm’, pratiquement toute 
la gélatine (98 p. 100) sera synthétisée. 

Ces affirmations n’exigent guére de commentaires. Notre travail 
n’a jamais abouti a la synthése, quelle que soit la pression appli- 
quée et quel que soit le substrat (amidon, gélatine, albumine de 
sérum). Les pressions basses n’abiment pas ou abiment peu 
Penzyme. Elles accélérent l’action hydrolytique de l’enzyme {8}. 
Les pressions plus élevées ralentissent l’hydrolyse et dénaturent 
Venzyme. 


b) Durr DE LA compression. — Sur ce point, Bresler est assez 
contradictoire. Dans son dernier travail (1952), il obtient, dit-il, 
des composés du méme poids moléculaire que la protéine origi- 
nale aussit6t que la haute pression (6000 kg/cm?) est atteinte. 
De plus, il observe qu’aucune substance intermédiaire n’est 
formée dans la solution. En somme, quelques minutes, néces- 
saires pour monter la pression, suffisent pour réaliser enti¢rement 
la synthése. 

Dans un autre travail [4], il lui faut huit heures de pressage 
pour aboutir a la synthése. 

Dans d’autres travaux encore, il soumet des solutions a la 
pression pendant dix-huit 4 vingt heures [5]. 


DISCUSSION THEORIQUE. 


Voici les arguments que présente Bresler : 
1° « Les hautes pressions favorisent la diminution du volume 
moléculaire. Or, dans un cristal d’alanine, Bernal a mesuré la 


distance entre les molécules qui est égale a 5,8 A. La distance 
entre les unités d’alanine dans une chaine peptidique n’est que 


3,5 A. Ainsi Vapplication de Ja haute pression a un mélange par- 
tiellement hydrolysé d’une protéine provoquerait la formation des 
chaines peptidiques en présence de l’enzyme spécifique » (1947). 

2° « Les chiffres pour AV calculés par Bresler et coll. |38} 
donnent une valeur positive pour hydrolyse d’une protéine dans 
les tampons carbonate et borate ; les produits d’hydrolyse occu- 
peraient donc plus de volume que la protéine originale. Or, les 
pressions élevées tendent a défavoriser les réactions se faisant 
avec une augmentation de volume. » 
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L’argument n° 1 n’est pas trés convaincant. Une simple dimi- 
nution du volume d’un mélange est un trop faible motif pour que 
les liaisons peptidiques se forment toutes et que tout une molé- 
cule protéique en résulte. Remarquons que selon Bresler, 1 
n’apparaitrait pas de composé intermédiaire pendant la compres- 
sion. Pour admettre cela, nous devrions envisager que sous 
pression, non seulement les liaisons peptidiques se font, mais 
aussi que l’arrangement des chaines peptidiques dans l’ordre 
initial se réalise presque aussitot. Bresler dit avoir identifié les 
protéines synthélisées par divers moyens, y compris des essais 
immunochimiques. Il les a toujours trouvées identiques aux pro- 
{cines iniliales. Les tests immunochimiques sont tellement sensibles 
que méme une tres minime différence dans la structure aurait ¢té 
remarquée. Pourtant chacun sait (méme Bresler) que les hautes 
pressions dénaturent la molécule protéique [44, 412, 20]. Des 
essais déja trés anciens de Machebceuf et coll. [24] sur l’anaphy- 
laxie ct nos essais propres sur la formation d’anlicorps |22] ont 
méme démontré l’apparition d’une nouvelle spécificité antigénique 
dans la molécule protéique pressée (voir [22)). 

Le deuxiéme argument que Bresler fournit a aussi ses adver- 
saires. '‘Linderstrom-Lang et Jacobsen [23] ont réalisé des mesures 
de AV au cours de Vhydrolyse des haisons peptidiques de pro- 
{éines et de polypeptides. Ces auteurs ont toujours observé une 
valeur négative de AV pour tous les pH inférieurs a 10,5 environ. 
Or Bresler admet pour les mémes pH une valeur positive pour AV. 


Resume. 


Bresler a affirmé pouvoir réaliser la synthése de protéines en 
soumettant & de fortes pressions hydrauliques des solutions de 
produits d’hydrolyse partielle de protéines, en présence de pro- 
téase. Nous avons vainement tenté d’obtenir la synthése affirméc 
par Bresler. Nous observons une augmentation de la viscosilé, 
mals aucune formation de liaison peptidique nouvelle. Bien plus, 
augmentation de viscosité se produit méme en J’absence 
d’enzyme. D’autre part, les pressions mises en couvre par Bresler 
(5 000 a 6000 kg/cm? 4 37° C) provoquent une perte d’activité 
progressive irréversible des enzymes. 

La nature du tampon et la présence dans la solution de 
substances élrangéres (glucose, par exemple) ne protégent pas 
la trypsine et n’influent pas sur le sens des phénoménes observés. 
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INFLUENCE 
DES HAUTES PRESSIONS HYDROSTATIQUES 
SUR L’'ACTION ENZYMATIQUE DE LA RIBONUCLEASE (°) 


par P. VIGNAIS et M. MACHEBOEUF +. 


(Institut Pasteur.) 


En 1947, Bresler [4, 2], s’appuyant sur le principe de 
Le Chatelier, rechercha l’action des hautes pressions hydro- 
statiques sur des protéases en présence de leur substrat. 

Soumettant ces systeémes a des pressions de lordre de 
6000 atm., il affirma avoir pu déplacer |’équilibre enzymatique 
dans le sens de la synthése. Il constatait, en effet, sur l’hydro- 
lysat protéique aprés action de la pression : 

— Une augmentation de la viscosilé ; 

— Une diminution des groupes aminés, 

— Et méme, a partir d’un hydrolysat ayant perdu sa spécificité 
antigénique, l’apparition, dans la substance synthétisée sous 
presse, de l’ancienne spécificité. 

Mais l’hypothése de départ ainsi que les critéres sont contes- 
tables. En effet, pour que la pression puisse favoriser une syn- 
thése, il faut que le produit occupe un volume plus faible que 
Vhydrolysat. Or, Linderstrom-Lang [8] a constaté une diminu- 
tion de volume au cours de Vhydrolyse protéique. Toutefois 
Samsomov [4] pense que les conditions de pH et la nature du 
tampon sont des facteurs trés importants et que parfois il serait 
possible d’avoir une contraction au cours de la synthése. Mais, 
d’aprés cet auteur, ce dernier cas ne serait qu’une exception. 

D’ailleurs, en solution aqueuse, dans des conditions physiolo- 
giques, toute molécule chargée subit une électrostriction de la 
part des dipdles d’eau. Or, cette électrostriction est plus forte 
pour les amino-acides que pour la protéine dont ils faisaient 
partie initialement. 

De plus, les travaux expérimentaux de Bresler ont été repris 
récemment sans pouvoir étre confirmés. Machebceuf et coll. [5] 
ont, en effet, analysé l’influence de la pression sur l’hydrolyse 
enzymatique des protéines. Se plagant dans les conditions expé- 


(*) Manuscrit recu le 12 octobre 1953. 
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rimentales indiquées par Bresler, ils n’ont pas observé de syn- 
these protéique, mais simplement des modifications de viscosité 
comme il s’en produit indépendamment de toute action enzyma- 
tique lorsque l’on comprime des protéines ou de gros _poly- 
peptides. Signalons les recherches de Talwar, Barbu, Basset, 
Machebceuf [6] effectuées parallélement a nos travaux sur la 
ribonucléase : ces auteurs ont cherché a vérifier d’autres conclu- 
sions de Bresler sur la synthése de |’amidon en comprimant, 
en présence de |’amylase, les produits d’hydrolyse partielle. Les 
résultats ont été, la aussi, contraires aux affirmations de Bresler, 

Dans tous les cas, l’hydrolyse continue a évoluer avec une 
vitesse plus ou moins grande suivant la pression. 

Cette action des pressions élevées sur la vitesse des réactions 
enzymatiques a été étudiée du point de vue théorique par divers 
auteurs [7, 8, 9]. Laidler, en particulier, a montré que les fac- 
teurs les plus importants qui influent sur cetle cinétique sont : 
la concentration du substrat mis en ceuvre et la pression (des 
pressions trop élevées pouvant dénaturer irréversiblement certains 
enzymes). 

Dans le systéme que nous avons étudié (acide ribonucléique 
de levure-ribonucléase), l’enzyme présente l’intérét de rester trés 
actif aprés avoir été soumis, méme sans substrat, a des pressions 
de l’ordre de 12 000 kg/cm’. 

Nous avons montré précédemment [40] que l’acide ribonu- 
cléique de levure peut se polymériser sous l’effet des hautes 
pressions ; aussi tiendrons-nous compte de ce phénoméne dans 
l’analyse du comportement, sous pression, du complexe enzyme- 
substrat. 

Au cours de nos expériences, nous avons fait varier les fac- 
teurs suivants : pression, quantité d’enzyme mis en ceuvre. 

Utilisant la précipitation fractionnée par l’acide acétique [44], 
nous avons tenté de mettre en évidence l’influence de ces fac- 
teurs sur l’hydrolyse de grands et moyens polyméres (1). La 
précipitation était effectuée sur des fractions aliquotes de solution 
nucléique a des stades différents de l’hydrolyse. Le précipité est 
recueilli par centrifugation ; on le dissout dans de l’acide sulfu- 
rique concentré et sa teneur en phosphore est estimée par dosage 
colorimétrique [12]. 

Premiére expérience. — Nous mettons en solution dans un 
tampon phtalate 0,2 M de pH 5,6 un acide nucléique de 
levure (échantillon N,) a la concentration de 7,5 mg/ml et de 
la ribonucléase purifiée a la concentration de 1,25 microgr/ml. 


(1) Rappelons que nous désignons arbitrairement par grands poly- 
méres (G. P.) la fraction d’acide nucléique précipitant par 1 vol. 
d’acide acétique et par moyens polyméres (M. P.) la fraction préci- 
pitant entre 1 et 20 yol. d’acide acétique. 
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Cette solution est Jaissée 4 la température de 37° C pendant 
trente minutes. On la divise ensuite en deux parties 

La premiére partie est subdivisée en trois fractions soumises 
respectivement aux pressions de 14000, 6000 et 2000 kg/em* 
pendant cent vingt minutes & 37°C; 

L’autre partie sert de témoin, elle reste 4 la pression almo- 
sphérique a 37° C. 

Le tableau I indique les quantités de phosphore dosé dans les 
précipités oblenus par action de l’acide acétique sur les solu- 
lions pressécs ct témoin (tableau I, fig. 1 ct 2). 


TABLEAU lL. 


TEMPS Témoin Solution 


Solution |Solution~ 


€coulé depuis Ala ig ang: comprimée | comprimée 
le début de pression a t 
l'hydrolyse atm. 14.000 6.000 2.000 


ee 


Hee Mery | H.PYM.P. [H. HAP. MP. M.P. JH HAP. MAP. | MP. 
0 minute 
mise en 


es Coa 
Sn co 


Les résultats oblenus permettent les conclusions suivantes 

l° L’action d’une pression de 14 000 kg/cm? provoque une 
augmentation des hauts polyméres. Le chiffre de phosphore passe, 
on effet, de 29 microgrammes pour Jéchantillon témoin a 
43,5 microgrammes pour l’échantillon qui a ¢té soumis a la 
compression ; mais ce phénomeéne a déja été constaté en l'absence 
de ribonucléase [410]. 

Quant aux moyens polyméres, leur proportion, avant et apres 
compression, reste sensiblement identique. 

D’ailleurs Vhydrolyse reprend dés que léchantillon est ramené 
i la pression atmosphérique. 

2° A 6 000 kg/cm’, le taux en phosphore des hauts polyméres 
est passé de 29 a 382 microgrammes. La aussi, se serait donc 
produite une polymérisalion banale non enzymatique. Par contre, 
la proportion des moyens polyméres a sensiblement diminué 
puisqu’elle est passée de 237 & 208 microgrammes de phosphore. 
L’hydrolyse des moyens polyméres subit par conséquent une 
inhibition moins grande 4 6000 kg/cm? qu’a 14000 kg/cm?. 

3° A 2000 kg/cm?, il n’y a pas non plus de variation sensible 
des hauts polyméres ; mais nous notons une baisse trés nette 


des moyens polyméres (de 237 A 128 microgrammes de phos- 
phore). 
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Ainsi, hydrolyse enzymatique des moyens polyméres se pour- 
sult sous des pressions inférieures 4 6 000 kg/cm?. Cette hydro- 
lyse est d’autant plus rapide que la pression est plus basse. 
Notons qu’a 2000 kg/cm? elle évolue plus vite que pour le 


P (ricror) 
ARN_RIBONUCLEASE (HP) 


e TEMOIN —1kg/m* 
80 es 2.000 Kg /un? 

© 6.000 Ky/cnt 

4 14.000 Kg/cm 


TEMPS MINUTES 
0 60 120 780 240 


Fic. 4. 


témoin (143 microgrammes de phosphore dans les moyens poly- 
méres de l’échantillon pressé et 128 dans ceux de I’échantillon 
{émoin). 

Toutefois, aprés retour 4 la pression atmosphérique, l’hydro- 
lyse de ces moyens polyméres n’évolue plus; elle a déja atteint 
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une limite qui est du méme ordre de grandeur que celle atteinte 
par Il’hydrolyse d’une solution nucléique témoin laissée a la 
pression atmosphérique. 

Pour compléter ces premiers résultats, il était intéressant 
d’opérer avec des quantités plus faibles d’enzyme. 


P(Microgr.) 
ARN RIBONUCLEASE ( MP) 


© TEMOIN 1Kq fm? 
100 = 2.000 Kg un? 

o 6.000 Kg /un* 

4 14.000 Kg /an* 


TEMPS MINUTES 


0 60 120 180 240 
Fic. 2. 
Deuxiéme expérience. — Le protocole est identique a celui de 


l’expérience précédente. Seule varie la proportion de ribonu- 
cléase : nous l’utilisons 1c1 4 la concentration de 0,125 microgr/ml. 
L’hydrolyse évolue moins vite que précédemment, la quantité 
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d’enzyme étant plus faible. Il nous a été ainsi possible de 
comprimer la solution nucléique a un stade plus précoce de 


TABLEAU II. 


TEMPS Témoin resté A la ee ed comprimée 
fers atm. 6.000 eel 


mise en 
décompres-| 105 minutes ae 
sion 


P(MicRocR) MP 
e TEMOIN  1Kg/art 


P(ticrosr) 

HP. 
eTEMOIN 1Kg (ant 0 6.000 Ky/umt 
© 6.000 Kg fant 

400 


300 


200 


100 


Fie. 3. Fic. 4. 


hydrolyse. La pression, mise en ceuvre, était de 6 000 ees 
En comparant les échantillons pressé et témoin (tableau II, fig. 3 
et 4), nous constatons qu’il n’y a pas de changement notable dans 


186 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


la quantité des hauts polyméres. Par contre, dans les moyens 
polyméres, la teneur en phosphore passe de 339 a 264,5 micro- 
grammes. Si l’on se rapporte a l’expér ience précédente, on peut 
conclure que Vhydrolyse sous pression des moyens polyméres 
est d’autant plus importante que la solution a été comprimée 
i un stade plus précoce de son hydrolyse. 

Troisieme expérience. — Nous avons, cette fois, utilisé une 
concentration en ribonucléase relativement élevée : 50 microgr/ml. 

L’hydrolyse est alors trés rapide et, 4 la huitiéme minute, au 
moment de la compression, elle est presque arrivée a sa limite. 
La solution d’A. R. N. a été comprimée a 14 000 kg/em? pendant 
soixante minutes. 

On note, dans ces conditions, une augmentation dans la pro- 
portion des hauts polyméres et une hydrolyse des moyens poly- 
méres (voir tableau III et fig. 5 et 6). 

1l'hydrolyse 


fee eee 


Seay 
og a 


R&ésuMs. 


TaBLeau III, 
Temps Témoin resté A la |Solution comprimée 
écoulé depuis Fee pee] atm. & 14. 000 Kg/cm2 
le début de 


De ces recherches nous pouvons tirer les conclusions suivantes: 

1° Des pressions trés élevées inhibent l’action de la ribonucléase 
sur Pacide ribonucléique de levure. Mais cette inhibition ne dure 
que le temps de la compression. Dés que celle-ci est relachée, 
hydrolyse reprend sa marche. 

2° Sous des pressions de 6000 kg/cm? ou de 2000 kg/cm?, 
hydrolyse enzymatique se poursuit de fagon notable pour les 
moyens polyméres, mais reste inhibée pour les hauts polyméres. 

Sous 2000 kg/cem*?, l’hydrolyse des moyens polyméres est 
nettement accélérée et dépasse méme la vitesse d’ hydrolyse a la 
pression atmosphérique ; toutefois, la limite atteinte dans les 
deux cas reste du méme ordre de grandeur. 

En somme, de l’ensemble de ces faits se dégagent deux points 
essentiels : 

1° Dans le cas du systeme A. R. N.-ribonucléase, la pression 
ne favorise pas le déplacement de 1’équilibre enzymatique vers 
la synthése. 


s ; : 
2° Dans une solution polydispersée d’A. R. N. soumise a ta 
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compression (en particulier pour 2000 kg/em?), les moyens 
polyméres presentent une nette sensibilité a l’hydrolyse enzyma- 
luque contrairement aux hauts polymeéres. Or, fait curieux, ceux-ci, 
ala pression atmosphérique, sont attaqués plus rapidement (voir 
mémoire antérieur [44]). 

Deux interprétations de ce phénoméne sont possibles : les hauts 


P(MicROGR.) 


400 
Mr 
© TEMOIN 4 Kg jun 
P (MICROGR) 


& 14.000 Ko /emt 
80 HP 


@ TEMOIN (1kq/cm®) 


414.000 Kg /em* 


MINUTES 


(@) 60 
Fic. 5. Fic. 6. 


polyméres peuvent, soit jouer un réle d’inhibition compétitive 
dans l’hydrolyse des moyens polyméres, soit, au cours d’une 
étape intermédiaire de leur dégradation, libérer des polynucléotides 
de méme poids moléculaire que les moyens polyméres présents 
dans la solution polydispersée initiale. Ce dernier processus 
expliquerait l’accumulation des moyens polyméres et le ralentis- 
sement de Il’hydrolyse. I] rendrait compte, d’autre part, des 
résultats fournis par les hautes pressions : la dégradation 
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enzymatique des hauts polyméres étant stoppée, l’hydrolyse des 
moyens polyméres s’effectue alors normalement. 
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ETUDE PAR ULTRACENTRIFUGATION 
DU SERUM DE CHEVAL 


par P. SLIZEWICZ (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


La technique d’ultracentrifugation a été surtout employée, 
depuis sa mise au point par Svedberg, pour étudier des prépa- 
rations protidiques diverses, vérifier leur homogénéité ou déter- 
miner leur poids moléculaire. Une autre application trés intéres- 
sante s'est développée ces derniéres années a la suite des travaux 
de Gofman et coll. [4, 2, 3]: la séparation, 4 partir de sérums 
humains, de fractions lipoprotéiques en relation avec l’athéro- 
sclérose. Lewis et coll. [4] ont étendu cette méthode aux sérums 
d’autres animaux. 

Résumons briévement la méthode employée par ces derniers 
auteurs : aprés modification de la densité du sérum par addition 
d’un sel], on le centrifuge dans une ultracentrifugeuse préparative. 
On préléve, la centrifugation terminée, au sommet de chaque tube, 
1 cm® de liquide. Ce liquide a été débarrassé des substances dont 
la densité est restée supérieure a celle du milieu, il s’est au 
contraire enrichi en substances dont la densité est inférieure a 
celle du milieu. 

Soumis maintenant a une ultracentrifugation analytique, on peut 
suivre le rapprochement de |’axe de rotation (plus briévement nous 
disons la centripétence) des substances en solution et déterminer 
— par analogie avec la constante de sédimen‘ation — une constante 
de centripétence qui sera caractérislique, étant donnée la densité 
du milieu, de la substance étudiée. 

Avant d’appliquer telle qu’elle vient d’étre décrite cette méthode 
au sérum de cheval, nous avons voulu voir comment se compor- 
taient les différentes fractions qu’y révéle lultracentrifugation 
analytique quand on modifie la densité du milieu. 


MAT&“RIEL ET METHODES. 


Dans Je présent travail, nous avons utilisé lultracentrifugeuse 
du Service des Virus de l'Institut Pasteur, qui a déja été 


(*) Manuscrit recu le 27 novembre 1953. 
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décrite [5]. On peut Putiliser, soit comme ultracentrifugeuse pré- 
parative et dans ce cas elle permet de centrifuger 45 cm® de 
liquide répartis dans six tubes en matiére plastique, soit comme 
ultracentrifugeuse analytique. Son systéme optique permet alors 
l’enregistrement direct sur la plaque photographique de la courbe 
donnant la variation du gradient d’indice de réfraction en fonction 
de la distance A l’axe de rotation. Nous avons effectué générale- 
ment les centrifugations a la vitesse de 720 t/s, cette vitesse 
étant atteinte en une heure d’accélération environ. On prend 
quatre A six clichés au cours de chaque ultracentrifugation analy- 
lique. La constante de-sédimentation est calculée par la formule 
de Svedberg : 

2l(ay—a,) | 4 

+a, 477N21g— | 


x, et x, distance en centimetres a l’axe de rotation de la frontiére 
considérée aux temps f, et t, exprimés en secondes, N nombre 
de tours par seconde. Etant donnée la technique utilisée, on peut 
commettre une erreur maximum de 10 p. 100 sur la valeur de 5 
ainsi calculée [6]. D’autre part, on raméne la valeur ainsi trouvée 
: , Ps ae ul 
d ce qu’elle serait 4 20° C en la multipliant par le facteur —*, 
Nao 
rapport des viscosités de l’eau a 0° C, température de l’expé- 


rience, et & 20° C (1). Il est done important de connaitre aussi 
exactement que possible la température du liquide centrifugé au 
moment ou sont pris les~clichés. En effet, malgré un vide trés 
poussé (1/1 000 mm de mercure), Ja température du rotor s’éléve 
assez sensiblement. Au début de la centrifugation, la température 
est celle du laboratoire; en fin d’expérience, on détermine la 
température du liquide centrifugé 4 l’aide d’un petit thermométre 
& animaux. 

Au cours de nos expériences, 11 nous a semblé que |’on pouvait 
assez exactement considérer l’élévation de la température du 
rotor comme proportionnelle a la durée de la centrifugation. 
Ainsi nous avons pu, étant données les températures au début et 
en fin d’expérience, déterminer par intrapolation la température 
moyenne du milieu entre deux clichés consécutifs. Cette tempé- 
rature nous donnait la valeur du coefficient 4 employer pour 
corriger la valeur de S calculée entre ces deux clichés. Nous 
n’avons pas tenu compte des variations des volumes spécifiques 
partiels des différentes protéines en fonction de la température 
qui sont pratiquement négligeables. 


(1) La viscosité des solutions salines, méme concentrées, est assez 
peu différente de celle de l’eau. A 25°C une solution de bromure de 
potassium 3M a une viscosité de 0,969 par rapport A celle de l’ean 
pure 4 la méme température [7]. 
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I. — ULTRACENTRIFUGATION DU SERUM DE CHEVAL PUR. 


a) ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE. — L/ultracentrifugation 
analytique du sérum de cheval pur dans |’ultracentrifugeuse crée 
un gradient d’indice trop élevé qui dévie les rayons lumineux hors 
des limites de la plaque photographique. La zone ot l’indice de 
réfraction varie est, par ailleurs, trop étendue, ne permettant 
pas une séparation convenable des différentes fractions étant 
données les dimensions réduites de la cellule d’ultracentrifuga- 
tion. Nous avons donc été amené a diluer (2) le sérum de cheval 
avec quatre fois son volume d’eau physiologique. Dans ces condi- 


a 6 


Fic. 1. — a, cliché pris au moment ou la centrifugeuse atteint sa pleine vitesse. 
b, cliché pris soixante-treize minutes aprés. La fléche indique la direction de 
la force centrifuge. 


tions, on obtient le diagramme d’ultracentrifugation ci-dessus 
(fig. 1). La figure 1a montre la fraction A de constante de sédi- 
mentation, 16,8 unités Svedberg. Le cliché 16 montre la réso- 
lution en deux fractions (B et C) du pic déja bien visible sur le 
cliché 1a: les constantes de sédimentation des deux fractions 
sont respectivement 6,8 et 4,0. 


b) ULTRACENTRIFUGATION PREPARATIVE. — La centrifugation pen- 
dant trois heures 4 720 t/s dans le rotor préparatif du sérum de 
cheval pur permet de recueillir au sommet des tubes de centri- 
fugation un liquide trés nettement appauvri en ses différents 
constituants, ainsi que le montre l’électrophorése sur papier 
(fig. 2). 


(2) Remarquons que selon Mac Farlane [8], cette dilution s’accom-: 
pagne d’une modification du diagramme d’ultracentrifugation dans. 
le sens d’une augmentation apparente des globulines. 
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Il y a disparition des globulines y, appauvrissement ‘en globu- 
lines « et 6B; seule la tache des albumines est bien nette. 
L’ultracentrifugation analytique de ce liquide ne révéle prati- 
quement plus qu’une seule fraction protéique dont la cons- 


3 . , x . ; nO . Be 
tante de sédimentation est égale a 4,5 unités Svedberg (fig. 3). 


#1c. 2. — Electrophorése sur papier dans le tampon véronal pH 8,6. a, sérum 
de cheval normal. 6, prélévement fait au sommet des tubes aprés centrifu- 
gation. 


< 


Fic. 3. — Cliché pris quatre-vingt-dix minutes aprés que la centrifugeuse a 
atteint sa pleine vitesse. La fléche indique la direction de la force centri- 
fuge. 


Il. — ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE 
EN MILIEUX DE DENSITE CROISSANTE. 


Si l’on substilue progressivement comme diluant a l’eau physio- 
logique, une solution de bromure de potassium A 31 p. 100 
(d = 1,25), on pourra suivre l’influence de la densité du milieu 
sur la sédimentation des différentes fractions. Nos résultats sont 
résumés dans le tableau I. 

On peut porter ces résultats sur un graphique avec en abscisses 


ULTRACENTRIFUGATION DU SERUM DE CHEVAL 193 


TABLEAU I. 


Diluant pour 1 om? de sérun Cliché Fractions 
Ea I ie ee 
Eau physiologique lisse 821 6,8- to, 5]4, one) ye) 


Solution de bromure de potassium 1 
Eau physiologique 


Solution de bromure de potassium 2 
Eau physiologique 


Solution de bromure de potassium 3 
Eau physiologique 1 


s 


Fic. 4. — Variation des constantes de sédimentation des différentes fractions 
en fonction de la densité du milieu. En abseisses, densité du milieu. En 
ordonnées, constantes de sédimentation. 
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la densité du milieu et en ordonnées les valeurs des constantes 
de sédimentation (fig. 4). 


On voit que lorsque la densité dépasse 1100, on ne dis- 
lingue plus que deux fractions. La dissymétrie du deuxiéme 


b 


d 


< 


Fic. 5. — Clichés d’ultracentrifugation, pris quatre-vingt-cingminutes aprés que 
la centrifugeuse a atteint sa pleine vitesse, dans des milieux de densité crois- 
sante (& ce moment la fraction A a complétement sédimenté). La fléche indique 
la direction de la force centrifuge. 


pic, seul représenté sur les clichés c et d de la figure 5, sug- 
gére cependant que la fraction qui sédimente avec une constante 
de sédimentation 3,7-3,9 comprend l’ensemble des fractions B 
et C. 
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III]. — SkPARATION PAR ULTRACENTRIFUGATION 
DE FRACTIONS PROTEIQUES DE DENSITE INFERIEURE A 1,25. 


On voit par extrapolation sur la figure 4 que, si la densité du 
milieu est égale a 1,25, la constante de sédimentation des diffé- 
rentes fractions est toujours positive. Donc, aprés avoir amené la 
densité du sérum a cette valeur, une ultracentrifugation prépara- 
live devait nous permettre de recueillir, au sommet des tubes, un 
liquide appauvri de la majeure partie des protéines et peut-étre 
enrichi d’une fraction plus légére, que la dilution nécessaire pour 
les centrifugations analytiques précédentes rendait invisible. 

Nous avons dissous 15,5 g de bromure de potassium dans 


< 


Fic. 6. — Cliché pris au moment ow la centrifugeuse atteint la vitesse 
de 720 t/seconde. La fléche indique la direction de la force centrifuge. 


50 cm® de sérum de cheval et centrifugé ce liquide dans le rotor 
préparatif pendant trois heures 4 720 t/s. On préléve 1 cm?® au 
sommet de chacun des tubes puis, afin d’obtenir une concentration 
suffisante en fractions de faible densité, on effectue sur ce préle- 
vement une deuxiéme ullracentrifugation préparative. On recueille 
alors au sommet des tubes un liquide qui donne, dans l’ultracen- 
trifugeuse analytique, le diagramme de la figure 6, sur lequel on 
distingue deux fractions dont les cons‘antes de centripétence sont 
28 et 4,7 unités Svedberg. 


Ainsi lultracentrifugation préparative se révéle utile pour 
séparer A partir du sérum de cheval des fractions protéiques 
uniquement en fonction de leur densité. L’ultracentrifugation 
analytique permet de caractériser dans le sérum de cheval trois 
fractions. Cela semble peu vis-a-vis des résultats de 1’électropho- 
rése, de la précipitation par les sels ou de l’immunologie. Cepen- 
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dant, cette technique pourrait permettre de suivre l’action progres- 
sive d’un agent précipitant ou dénaturant aux environs des limites 
de son action. 


RESUME. 


Nous avons étudié les modifications des diagrammes d’ultra- 
centrifugation du sérum de cheval quand on augmente la densité 
du milieu par addition d’un sel. 

Aprés deux ultracentrifugations préparatives, nous avons pu 
caractériser deux fractions protéiques dont la densité est infé- 
rieure 4 1,25. Nous nous proposons d’étudier les rapports de ces 
fractions avec les cénapses acido-précipitables de Machebceuf. 
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ACTIVITE ANTITOXIQUE DU SERUM DES ANIMAUX 
AYANT REGU PENDANT QUELQUES MOIS 
DES INJECTIONS DE TOXINE SEP7/CUM 
OU D’ANATOXINE A/STOLYT/CUM, 
PUIS DES INJECTIONS SIMULTANEES 
DE TOXINE SEPT/CUM ET D'ANATOXINE H/STOLYTICUM 


par Mavis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. GEOFFROY (°). 


(Institut Pasteur.) 


Dans l’article précédent, nous avons indiqué l’allure de la 
courbe immunitaire de quatre chevaux ayant recu des injections 
d’anatoxine histolytique pendant trois ou quatre mois (premiére 
immunisation), puis des injections de toxine septicum pendant un 
temps plus long (deuxiéme immunisation). La premiére immuni- 
sation n’avait déclenché chez ces animaux qu’une faible émission 
d’antitoxine anti-histolyticum «a. Les sérums prélevés pendant la 
deuxiéme immunisation manifestaient des propriétés anti-sep- 
ficum trés nettes et présentaient la particularité d’étre capables 
de supprimer l’action léthale d’une quantité plus grande de toxine 
histolytique que les sérums recueillis a la fin de la premiére 
immunisation. Ces faits ont été mis en évidence en déterminant, 
par le procédé international, le titre antitoxique de tous les 
sérums successivement étudiés (titrages sur souris blanches de 
17 a 20 g, injections intraveineuses). 

Voici quelques-uns des résultats les plus frappants que nous 
ayons enregistrés. A la fin de la premiére immunisation, le sérum 
d’un cheval titre 25 a 30 unités internationales anti-histolyticum 
(U. I. anti-hist.) ; cinquante-sept jours aprés avoir commencé la 
deuxiéme immunisation, le sérum du cheval titre 75 a 100 unités 
anti-septicum (U. I. anti-sept.), 100 4 150 U. I. anti-hist. Quatorze 
mois aprés le début de la deuxiéme immunisation, le cheval 
fournit du sérum dont les titres sont les suivants : 250 a 300 U. I. 
anti-sept., 600 a 800 U. I. anti-hist. ; la trés forte activité anti- 
histolyticum « de ce sérum est véritablement étonnante dans 
état actuel de nos connaissances, 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1° octobre 1953. 
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Nous avons recherché si les sérums récoltés pendant la 
deuxiéme immunisation possédaient encore une activité anti- 
histolyticum importante lorsqu’on venait de les additionner de 
toxine septicum dans le but de supprimer la plus grande partie 
de leur pouvoir anti-septicum. En expérimentant avec des sérums 
titrant plus de 40 U.I. anti-hist. et plus de 80 U.I. anti-sept., 
nous avons enregistré les résultats suivants: le titre anti-histo- 
lyticum de différents sérums est devenu inférieur 4 3 U. I. anti-hist. 
quand nous Jes avons mis en présence de la dose de toxine sep- 
ficum qui diminuait de 83 4 90 p. 100 leur titre anti-septicum ; 
d’autres sérums titraient 10 & 80 U.I. anti-hist. quand on leur 
ajoutait la dose de toxine septicum qui supprimait 85 4 95 p. 100 
de leur pouvoir anti-septicum [41]. De tels résultats indiquent nette- 
ment que les propriétés antiléthales des sérums examinés ne sont 
pas additives. Rappelons que le procédé de titrage mis en ceuvre 
dans ces recherches permet de constater que les propriétés anti- 
léthales du mélange que ]’on prépare en ajoutant un sérum anti- 


x 


septicum spécifique 4 un sérum anti-histolyticum spécifique sont 
additives [2]. 

A la suite de ces observations, nous avons titré des sérums 
provenant d’animaux ayant recu, au début, des injections d’anti- 
génes septicum ou d’anatoxine histolyticum, ultérieurement, des 
inoculations simultanées de toxine septicum et d’anatozine histo- 
lyticum. L’activité antitoxique de tous les sérums successivement 
prélevés est évaluée par le procédé international. Plusieurs de ces 
immunsérums sont en outre titrés en présence de deux toxines 
différentes, la premiére étant ajoutée au sérum trente minutes 
avant la deuxiéme pour déterminer si cette premiére toxine affaiblit 
beaucoup l’activité des sérums vis-a-vis de la deuxiéme. Les 
principes de ces deux procédés de titrage sont indiqués dans nos 
précédents articles [4, 2]. 


I. — S®RUMS DES CHEVAUX PREPARES D’ABORD CONTRE 
LES ANTIGENES SEPTICUM PUIS, A LA FOIS, CONTRE LES ANTIGENES 
SEPTICUM ET HISTOLYTICUM. 


Un de nos chevaux (cheval 197) regoit trois injections sous- 
cutanées d’anatoxine septicum, puis des injections de toxine sep- 
ficum (premiére immunisation) ; cinquante jours aprés la premiére 
inoculation, son sérum titre 150 a 200 U.I. anti-sept. Le sérum 
prélevé le quatriéme mois aprés le début de 1’immunisation 
posséde les propriétés suivantes : il titre seulement 50 U.I. anti- 
sept. ; d’autre part, il faut employer a la dose de 0,15 ml pour 
neutraliser deux doses minima mortelles de toxine histolytique. 
A partir de ce moment, le cheval recoit plusieurs injections de 
doses croissantes d’anatoxine histolytique puis, simultanément, 
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mais 4 des endroits différents de l’encolure, des injections de 
toxine septicum et d’anatoxine histolyficum (deuxiéme immuni- 
sation) ; quarante-cinq jours aprés la premiére injection d’ana- 
toxine histolytique, le sérum du cheval titre 200 U. I. anti-sept., 
75 a 100 U. I. antihist. Pendant les mois suivants, ]’immunité 
anti-septicum ne s’accentue pas malgré les inoculations d’anti- 
géne; le titre anti-histolyticum atteint, mais ne dépasse pas, 
150 U. I. ‘Le sérum prélevé trente-neuf mois aprés avoir commencé 
la deuxiéme immunisation titre 60 a4 70 U. I. anti-sept., 100 a 
110 U. I. anti-hist. (titrages selon la méthode internationale). L’ ob- 
servation suivante montre que ce sérum exerce une forte activité 
anti-histolyticum en présence d’une quantité importante de toxine 
septicum ; en effet, lorsque nous l’additionnons de la dose de 
toxine septicum qui inhibe 60 unités anti-septicum, il titre 
ensuite 40 U. I. anti-hist., ainsi qu’on peut le voir en consultant 
la cinquiéme colonne du tableau suivant (le sérum 197 differé 
par conséquent trés nettement des sérums 384 que nous avons 


Activité antitoxique du sérum de différents animaux ayant recu, 
au début, des injections d’antigénes septicum ou histolyticum, puis, 
des injections simultanées d’antigénes septicum et histolyticum. 


Numéro Titre anti-septicum déterminé Titre anti-histolyticum déterminé 
en présence en présence 


d'une seule de deux toxines : d'une seule de deux toxines : 
toxine : sept. hist, et sept. toxine : hist. sept, et hist, 


Premiére immunisation : injections d'antigénes septicum 
Deuxiéme immunisation : injections simultanées d'antigénes septicum et histelyticum 


| 197 60 - 70 5 -10...(100 bist.) 100 - 110 40 .......[60 sept] 
| "39 mois" 50 -60...( 60 hist.) 40 -50...,[30 sept.] 


Premiére immunisation : injections d’antigénes histolyticum 
Deuxiéme immunisatien : injections simultanées d’antigénes histolyticum et septicum 


19 5 -10...(115 hist.) 120 5 - 10... [110sept.] 
"6meis1/2" 


sess (200 hist.) 30 - 40... [120 sept] 
(140hbist.) 


seeees( 60 hist.) 30 - 35... [45sept.] | 


60 - 70 ..(70 hist.) 40 - 50... [70 sept] 
" 18 mois" 


Sept., septicum; hist., hislolyticum. u 3 ener 
pes gasliantets : temps decile entre le début de la deuxiéme immunisation et le préléve- 
ment de chaque sérum noté dans ce tableau. | ; 
Entre parenthéses : nombre d’unités anti-histolyticum, par ml de sérum, saturées: de toxine 
histolytique avant d’évaluer, en présence de toxine vibrion septique, lactivité anti-seplicum 
du mélange obtenu. ; : , : ets 
Entre crochets : nombre d’unités anti-septicum, par ml de sérum, saturées de toxine vibrion 
septique avant d’évaluer, en présence de toxine histolytique, l’activité anti-hislolylicum du 


mélange obtenu. 
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mentionnés dans le tableau I de l'article préeédent ; rappelons 
que ces immunsérums 384 sont respeclivement prélevés vingt et 
trente mois apres avoir injecté de la toxine seplicum au cheval 
384 et qu’ils perdent leur forte activité anti-histolyticum a. lors- 
qu’on les met en présence d’une quantilé importante de toxine 
seplicum). 

Lorsque le sérum 197 est additionné d’une forle quantité de 
loxine histolytique, puis Utré, on constate que son activité anti- 
septicum dans ces conditions est trés faible (troisiéme colonne du 
tableau). Les propriétés antitoxiques in vivo de ce sérum ne sont 
done pas encore totalement additives bien que Vanimal donneur 
soit immunisé simullanément et depuis longtemps contre les anti- 
génes de Cl. septicum et de Cl. histolylicum. 


Il. — SéRUMS DE BOVINS PREPARES 
D’ABORD CONTRE LES ANTIGENES HISTOLYTICUM, PUIS, A LA FOIS, 
CONTRE LES ANTIGENES HISTOLYTICUM ET SEPTICUM. 


Pendant la premiére immunisation, on fait & chaque animal 
uniquement des injections d’anatoxine hislolylicum ; pendant la 
deuxiéme immunisation, on lui injecte a la fois, mais en des 
régions différentes de lencolure, de l’anatoxine histolytique et 
des anligénes seplicum. 

Dans la deuxiéme colonne du tableau précédent, nous indiquons 
les titres anti-septicum et, dans la quatriéme, les titres anti- 
histolyticum de plusieurs sérums titrés selon la méthode interna- 
tionale et prélevés a des dates différentes aux bovins 19 et 39 
pendant la deuxiéme immunisation. Dans la troisieme colonne du 
tableau, nous notons le titre anti-seplicum que ces sérums pos- 
sédent encore lorsque 87 a 90 p. 100 de leur activité anti-histo- 
lyticum sont supprimés par une dose appropriée de toxine histo- 
lytique ; dans la cinquiéme, on peut voir le titre anti-histolylicum 
des sérums préalablement additionnés de toxine septicum. 

Ezemples : Le bovin 19 regoit, pendant soixante-dix jours, des 
injections d’une anatoxine histolyticum excellente ; et, pourtant, 
la septiéme semaine de immunisation, le sérum titre seulement 
2 a 4 unités anti-histolyticum et, la dixiéme semaine, moins de 
2 unités. La deuxiéme immunisation est alors commencée; du 
sérum est prélevé fréquemment pour les dosages: le sérum 
récolté siz mois et demi aprés le début de cette immunisation 
titre, d’aprés la méthode internationale, 120 U.I. anti-hist., 
120 U. I. anti-sept. D’aprés les dosages effectués en présence de 
* toxines, ce sérum ne titre que 5 a 10 U. I. anti-sept. lorsqu’il 
est préalablement additionné de la quantité de toxine histolytique 
qui sature 115 U. I. anti-hist., c’est-a-dire 95 p. 100 de l’activité 
anti-histolytique du sérum. Lorsqu’une autre portion du méme 
sérum est additionnée de la quantité de toxine septicum qui 
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sature 110 U.I. anti-sept. (soit 91 p. 100 de l’activité anti- 
septicum), le sérum ne titre alors que 5 4 10 U.I. anti-hist. Ce 
sérum ne semble donc contenir qu'une faible quantité d’anti- 
‘toxines nettement indépendantes, c’est-a-dire d’antitoxines a affi- 
nilé monovalente. 

Examinons a présent les résultats des titrages du sérum 19 
prélevé vingt-quatre mois aprés le début de la deuxiéme immu- 
nisation. D’aprés la méthode internationale, il titre 140 U. I. 
anti-sept., 200 a 225 U.I. anti-hist. Quand le sérum est mis en 
contact avec 2 toxines, nous obtenons ceci : 

a) Lorsque nous saturons de toxine histolytique 200 U. I. anti- 
hist. de ce sérum, le sérum titre ensuite 35 U.I. anti-sept. ; 
b) Si nous saturons de toxine vibrion septique 120 U. I. anti- 
sept. de ce sérum (soit 85 p. 100 de l’activité anti-septicum), le 
sérum titre alors 30 4 40 U.I. anti-hist. D’aprés ces résultats, 
le sérum prélevé vingt-quatre mois aprés le début de la deuxiéme 
immunisation contient une proportion plus grande d’antitoxines 
distinctes que le sérum récolté dix-huit mois plus tét. I] semble 
que des anticorps anti-seplicum et anti-histolyticum isolés se 
constituent finalement pendant la longue période ow il est fait 
a Vanimal en expérience des injections simultanées d’antigénes 
septicum et histolyticum. 

(La méme déduction se dégage des résultats que nous avons 
notés en titrant différents sérums prélevés au bovin 389. Cet animal 
a recu des injections d’anatoxine histolytique pendant cinq mois 
et demi; a la fin de cette premiére immunisation, son sérum 
titrait, d’aprés la méthode As. 60 a 70 U. I. anti-hist., 
10 a 15 U.I. anti-sept. 

Dans le tableau précédent, nous indiquons l’activité des sérums 
respectivement prélevés au bovin 39, le quatriéme et le diz- 
huitiéme mois aprés le début des injections simultanées d’anti- 
genes histolyticum et septicum (deuxiéme immunisation). Le pre- 
mier de ces sérums titre, d’aprés la méthode internationale, 60 a 
70 U. J. anti-hist., 50 U. I. anti-sept. D’aprés les dosages en pré- 
sence de 2 toxines, ce sérum contient : a) 30 4 35 U. I. anti-hist. 
lorsqu’il est titré en présence de la quantité de toxine septicum 
qui sature 45 U.I. anti-sept.; b) 10 unités anti-septicum seule- 
ment lorsqu’il est préalablement additionné de la quantité de 
toxine histolytique qui sature 60 unités anti-histolyticum. 

Le sérum 39 prélevé dix-huit mois aprés le début des injec- 
tions d’antigénes histolyticum et septicum titre : 1°) 80 a 90 U. I. 
anti-hist., 75 4 80 U.I. anti-sept. d’aprés la méthode internatio- 
nale ; 2°) 40 4 50 U. I. anti-hist., en présence de la dose de toxine 
septicum qui sature 70 U.I. anti- esepiicum’, 3°) 60 a 70° UST. 
anti-sept., en présence de la dose de toxine histolytique qui 
sature 70 U. I. anti-hist. Par conséquent, lorsque ce sérum est 
additionné d’une forte quantité de toxine septicum, il manifeste 
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encore une activité anti-hisfolylicum « importante. Lorsqu’il est 
d’abord additionné d’une forte dose de toxine histolytique, 1] 
perd peu de son pouvoir anti-septicum : il neutralise, en effet, 
dans ces conditions, presque autant de toxine septicum que lors- 
qu'il n'est pas mis en présence de toxine histolytuque. Les pro- 
priétés antiloxiques du sérum 39 prélevé dix-huit mois aprés le 
début de la deuxiéme immunisation indiquée tendent done a étre 
additives. 
Discussion. 


Le caractére additif des propriétés anti-léthales des sérums que 
nous avons examinés se révéle donc lorsque les animaux donneurs 
recoivent depuis longtemps, au cours d’une deuxiéme immuni- 
sation, des injections mixtes d’anatoxine histolyticum et de 
toxine septicum (les antigénes sont toujours préparés en 
bouillon Vf avec la souche Letivi de Cl. histolyticum et avec la 
souche Feunten de Cl. septicum). 

Si de nombreux animaux recevaient dés le commencement de 
l’expérimentation des inoculations simultanées d’antigénes histo- 
lyticum et septicum, certains d’entre eux s’immuniseraient vrai- 
semblablement trés promptement et intensément. Il est possible 
que le sérum des animaux les plus réceptifs posséderait des pro- 
priétés anti-léthales additives dés l’apparition de la double immu- 
nité anti-histolyticum et anti-septicum que les injections auraient 
déclenchée. Nous savons, en effet, que les chevaux auxquels on 
injecte uniquement de l’anatoxine histolytique fournissent pen- 
dant les premiers mois de immunisation un sérum spécifique 
anti-histolyticum. Nous avons constaté, d’autre part, que si l’on 
préléve réguliérement du sang a des chevaux préparés unique- 
ment contre les antigénes élaborés par Cl. septicum (souche 
Feunten), les sérums récoltés pendant les six a huit premiéres 
semaines de l’immunisation sont spécifiquement anti-septicum : 
ils ne neutralisent que la toxine septicum (ce n’est qu’ultérieu- 
rement que beaucoup de ces chevaux fournissent des sérums dont 
le titre anti-histolyticum « [4] atteint une valeur plus ou moins 
élevée). Rappelons aussi que notre méthode de titrage en pré- 
sence de deux toxines (histolyticum et septicum) permet de 
vérifier que le mélange obtenu en ajoutant un sérum anti-histo- 
lyticum spécifique 4 un sérum anli-septicum spécifique posséde 
des propriétés antitoxiques additives. I] est permis de penser 
quun animal normal qui recevrait dés le début de l’expérience 
des injections simultanées d’anatoxine histolytique et d’antigenes 
septicum élaborerait d’emblée des anticorps spécifiquement 
dirigés contre chacun des antigénes injectés et que les propriétés 
de ces anticorps dans son sérum seraient aussi nettement addi- 
tives que celles d’un mélange expérimental de sérums spécifiques 
anti-histolylicum et anti-seplicum. 
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Des bovins ayant regu, pendant quelques mois, des injections 
d’anatoxine histolyticum, puis, pendant dix-huit 4 vingt-quatre 
mois, des inoculations simultanées d’anatoxine histolyticum et 
d’antigénes septicum, procurent des sérums capables d’exercer 
une activité anti-histolyficum importante en présence d’une. 
grande quantité de toxine septicum ; certains de ces anti-sérums 
conservent, en présence d’une forte dose de toxine histolytique, 
une activité anti-septicum relativement élevée : leurs propriétés 
antitoxiques tendent a étre additives. 
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ETUDES SUR LES ESCHERICHIA COLI ISOLES 
AU COURS DES GASTRO-ENTERITES JNFANTILES 


1. — PROPRIETES BIOCHIMIQUES ET ANTIGENIQUES 


par Simone Le MINOR, Léon Le MINOR, Pirrre NICOLLE 
et René BUTTIAUX (’). 


(Institut Pasteur.) 


I. — ORIGINE DES SOUCHES. 


La majorité des souches que nous avons étudiées a été isolée 
en France (Paris et (Lille). Mais il nous a paru_ intéressant 
d’étudier comparativement des souches provenant d’autres pays, 
en particulier d’Allemagne, d’Autriche, du Canada, du Dane- 
mark, de Grande-Bretagne et d’Italie. Ces souches avaient été 
adressées pour la détermination du type bactériophagique 4 
P. Nicolle et L. ‘Le Minor, par nos collégues cités ci-dessous que 
nous remercions : 

Allemagne (Hambourg) : D* Moser. Autriche (Vienne) : 
Ds Krepler, Zischka et Roschka. Canada (Chicoutimi) : D™ Butas. 
- Danemark (Copenhague): D’ Kauffmann et Orskov. Grande- 
Bretagne (Londres): D™ Cathie ; (Aberdeen): D? Smith; (Bir- 
mingham) : D? Rogers. Italie (Palerme) : D™ d’Alessandro. 


II. — TEcuHNIQUE D’ISOLEMENT. 


Les souches provenant des hdpitaux de Paris ont été isolées 
suivant la technique que nous allons donner en détail. 

Les selles sont ensemencées sur gélose de Drigalski, de 
Kristensen et sur milieu S.S. De plus, un milieu d’enrichis- 
sement de Miuller-Kauffmann est ensemencé, et aprés dix-huit 
heures d’étuve 4 87°, repiqué sur géloses de Kristensen et S. S. 
Par cette technique les Salmonella, les Shigella peuvent étre isolées 
parallélement aux E. coli qui sont recherchés sur le milieu de 
Drigalski ou sur gélose lactosée au bromo-crésol pourpre. Pour 
ces derniers, une agglutination directe sur lame des colonies 
lactose positives est pratiquée avec les sérums anti-111:B4, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% octobre 1953. 
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55:B5 et 26:B6, dilués au 1/10. Si une agglutination totale et 
immédiate est obtenue, on repique quatre colonies suspectes, 
chacune dans un tube de bouillon. Une moitié de celui-ci est 
portée au bain-marie bouillant pendant deux heures et demie ct 
servira a la recherche quantitative des différents antigénes O. 
L’autre moitié, utilisée vivante, sert 4 déterminer les antigéenes K. 

Le lendemain, nous procédons a un titrage quantitatif en tubes : 
sont considérées comme appartenant a |’un des trois groupes les 
souches qui répondent aux trois conditions suivantes : fermentent 
le lactose a Visolement, sont agglutinées sur James et en 
tubes (O et K), au titre du sérum. 

Nous signalons simplement ici que ces souches ont été ensuite 
étudiées du point de vue de leur sensibilité aux _bactério- 
phages (lysotypie) par P. Nicolle. 


MILIEUX UTILISES POUR L’ETUDE DES PROPRIETES BIOCHIMIQUES. 
— Nous avons, pour toutes nos souches, recherché : 

1° L’hydrolyse de l’urée et la production d’indole sur le milieu 
de Roland, Bourbon et Szturm [13]. Si le germe posséde une 
uréase, le milieu devient alcalin et l’indicateur vire au rouge 
violacé. La recherche de l’indole était faite aprés vingt-quatre 
heures d’incubation, au moyen de la paradiméthylamino-benzal- 
déhyde (formule de Kovacs [43)}). 

2° Les réactions du rouge de méthyle et de Voges-Proskauer 
sur milieu de Clark et Lubs [5]. 

3° L’utilisation du citrate de sodium comme seule source car- 
bonée sur milieu synthétique de Simmons {5]. 

4° La production d’hydrogéne sulfuré sur gélose au sous- 
acétate de plomb additionnée d’hyposulfite de sodium. 

5° La fermentation du d-tartrate de sodium sur le milieu liquide 
préconisé par Kauffmann [5]. 

6° Le pouvoir gélatinolytique sur gélatine nutritive. 

7° La fermentation du glycérol en bouillon glycérol-fuchsine 
de Stern [5]. 

8° Le pouvoir fermentatif de nos souches sur divers osides ou 
alcools (xylose, arabinose, glucose, mannitol, dulcitol, lactose, 
maltose, saccharose, adonitol, sorbose, tréhalose, salicine, sorbitol, 
inositol) en eau peptonée, renfermant 0,5 p. 100 de ces substances 
et en présence de bleu de bromothymol comme indicateur de pH. 
Afin d’éviter des dégradations éventuelles par passage a |’auto- 
clave, toutes ces solutions furent filtrées sur bougie Chamber- 
land L, et réparties en tubes de Durham. 

L’incubation se fit 4 37° durant trente jours, et nous avons 
examiné et noté quotidiennement les virages éventuels (certaines 
souches de FE. coli 111:B4 faisant fermenter tardivement le dul- 
citol, certaines souches de 55:B5, le maltose) et la production 
de gaz. 
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TECHNIQUE D’ANALYSE ANTIGENIQUE. — Rappelons briévement les 
conceptions actuelles sur la constitution antigénique des coli- 
formes : 

C’est A Kauffmann [8], Knipschildt [7] et Vahlne que l’on doit 
la classification sérologique actuelle des coliformes. 

1° Antigenes O et H. — Les E. coli en forme lisse, normale, 
possédent un antigéne O spécifique du groupe qui présente les 
mémes caractéristiques que les antigenes O des Salmonelles ° 
thermostable A 100°, alcoolostable, extractible par la méthode de 
Boivin et Mesrobeanu a l’acide trichloracétique. 

Ils possédent, s’ils sont mobiles, un antigéne H_ thermolabile, 
résistant au formol. Mais, contrairement aux Salmonelles, les 
E. coli sont en général trés peu mobiles 4 l’isolement et pour 
étudier leurs antigénes H, il est nécessaire d’exalter leur mobilité. 
Les antigénes H des coliformes sont toujours monophasiques. 

2° Antigéene K. — Les E. coli peuvent posséder un autre anti- 
géne, l’antigene K (Kapsel Antigene), lequel a été subdivisé en 
trois groupes : 

a) L’antigeéne L. — C’est un antigéne de surface pour lequel 
i! est exceptionnel d’observer un gonflement en présence du sérum 
anti correspondant. Au cours des repiquages, les cultures L+ se 
dissocient en colonies L— translucides et L+ opaques. Cet anti- 
géne L est détruit par un chauffage de deux heures trente 4 100°, 
par CIH N/1, vingt heures 4 37°. Par contre, le formol a 5 p. 1 000 
n’a aucune action. 

C’est a4 cet antigéne L qu’est due linagglutinabilité O de 
80 p. 100 des souches. Elles sont toxiques pour la souris en 
injection intrapéritonéale, souvent hémolytiques pour les globules 
rouges de cheval et nécrosantes en injections intradermiques pour 
le lapin. La majorité des souches pathogénes pour l’homme pos- 
séde un antigéne L. Les souches possédant un antigéne L ont 
rarement les antigénes O 8 et O 9. 

b) L’antigéne A. — Cet antigéne est le seul qui, chez les E. coli, 
soit vraiment capsulaire. En présence du sérum anti-A corres- 
pondant, il se produit un gonflement de la capsule. La disso- 
ciation en colonies A+ et colonies A— est fréquente. {1 
existe des formes intermédiaires. Cet antigéne est thermostable : 
le chauffage pendant deux heures et demie a 100° ne le détruit 
pas. Cependant son pouvoir antigéne aprés ce traitement est 
souvent diminué. De méme, aprés traitement par CIH N/1 pendant 
vingt heures a 37°, l’agglutinabilité A est conservée, bien que le 
pouvoir agglutinogéne soit diminué. L’antigéne A provoque Vinag- 
glutinabilité O d’environ 20 p. 100 des souches. Moins toxiques 
pour la souris que les souches possédant l’antigéne L, celles qui 
possédent l’antigéne A ne sont pas hémolytiques et sont rarement 
nécrosantes pour la peau du lapin. Elles sont moins pathogénes 
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pour homme que celles qui possédent l’antigéne L. En général, 
la présence de l’antigéne A est liée a celle des antigénes O8 
et 0.9. 

c) L’antigéne B. — Les antigénes du groupe B sont ceux qui 
nous intéressent particuliérement dans ce travail : les FE. coli des 
gastro-entérites du nourrisson possédent tous un antigéne de 
surface de ce type. 

De telles souches OB ne se dissocient jamais spontanément, ni 
aprés l’action des bactériophages, en formes OB et O. II est donc 
impossible, 4 l’heure actuelle, d’obtenir un sérum anti-B pur en 
saturant un sérum OB par une souche O. L’augmentation, par 
entrainement, de la mobilité diminue la quantité d’antigéne B, 
mais ne la supprime jamais totalement (R. E. Hilton et J. Taylor, 
Nature, 1951, 467, 359). ‘Les méthodes chimiques classiques ne 
semblent pas non plus avoir permis de séparer les deux anti- 
génes O et B. Nous avons préparé un extrait trichloracétique par 
la méthode de Boivin 4 partir de deux souches de E. coli. Nous 
espérions que cel extrait ne contiendrait que |’antigéne O. Malheu- 
reusement, il s’est montré capable de saturer aussi bien les agglu- 
linines B que les agglutinines O. 

Comme l’antigéne L, l’antigéne B parait étre un antigéne de 
surface qui rend, généralement, chez la souche vivante, l’anti- 
géne O inagglutinable par l’anti-sérum. L’ageglutinabilité de cet 
antigéne B est supprimée par un chauffage de deux heures trente 
a 100°, de sorte qu’aprés ce traitement, l’antigéne O devient 
agglutinable. Ainsi dans un sérum OB préparé par injection au 
lapin de germes vivants, la souche vivante sera agglutinée au 
1/400 (B) et la souche chauffée au 1/12 800 (0). 

Ce chauffage ne détruit pas le pouvoir de l’antigéne B (rendu 
cependant inagglutinable par ce traitement) de saturer les agglu- 
tinines correspondantes : en additionnant un sérum OB d’tme 
suspension de germes chauffés, les agglutinines O et les agglu- 
tinines B sont saturées. 

Le formol, le traitement par CIH N/1 pendant vingt heures 
a 37° n’ont pas d’action sur cet antigéne. 

Nos sérums OB ont été préparés en injectant au lapin, par voie 
intraveineuse, des cultures sur gélose glucosée, vivantes, Agées 
de 18 heures. 

Relations antigéniques avec d’autres Entérobaclériacées. — En 
1946, Varela et ses collaborateurs [44] ont signalé qu’un EL. coli 
isolé de gastro-entérite infantile (souche Gomez) possédait 1’ anti- 
géne O XXXV de Salmonella adelaide. in 1952, Olarte et Varela 
ont rapporté que celte souche était un EF. coli 111:B4. 

Kauffmann [6], en 1952, a repris cette étude et a montré que 
les antigénes somatiques des EF. coli 111:B4 étaient identiques 
a ceux des Salmonella du groupe O XXXV (S. adelaide et 
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S. monschaui), que les types d’Arizona du groupe O 9 possédaient 
l'antigéne B5 et que leur antigéne O était voisin du O 55 des 


E. colt. 


Ill. — IpENTIFICATION DE L’ANTIGENE H. 


A Visolement, la plupart des E. coli isolés de gastro-entérites 
sont trés peu mobiles. La recherche de ]’antigéne H nécessite donc 
de nombreux passages sur gélose molle. C’est pourquoi peu 
d’auteurs se sont intéressés, maleré son intérét, a celte recherche 
qui est beaucoup trop longue pour étre pratiquée couramment. 
{Kauffmann et Dupont [4], en 1950, ont pour la premiére fois 
donné une classification sérologique des antigénes H pour les 
E. coli 111: B4 et 55: B5 isolés au cours de gastro-entérites. Puis 
Orskov [44], en 1951, au cours d’une étude sur les FE. coli 26: B6 
décrivit Panuigéne H1l pour ce groupe. 

Nous avons recherché ces antigénes H sur des souches rendues 
trés mobiles par repiquages successifs en tubes de Craigie que 
nous décrivons ci-dessous. C’est, en effet, cette technique qui nous 
a paru la plus simple et la plus rapide, préférable au point de 
vue manipulation, a la technique des tubes en U. Nous utilisons 
des tubes de 17, dans lesquels nous introduisons un tube de 
pipette (7 mm de diamétre et 10 cm de long) ouvert aux deux 
extrémités ; puis, nous coulons du bouillon gélosé a 0,5 p. 100 
a Vintérieur et 4 l’extérieur du petit tube en veillant 4 ce que 
orifice supérieur du pelit tube dépasse de 2 cm environ le niveau 
supérieur de la gélose. 

Nous introduisons Vinoculum 4 l’intérieur du petit tube : les 
germes les plus mobiles descendent le long de celui-ci, puis 
contournent son extrémité inférieure et remontent a l’extérieur 
jusqu’a Ja surface. Nous reprenons les germes parvenus Aa la 
surface extérieure et les réensemencons sur un nouveau tube de 
Craigie. Les souches peu mobiles demandent plusieurs jours avant 
de remonter a la surface. De nombreux repiquages sont néces- 
saires (plusieurs mois pour certains FE. coli 111 :B4:2) pour 
qu’elles parviennent a Ja surface en quarante-huit ou méme vingt- 
quatre heures. 

Ce sont ces germes rendus trés mobiles par passages successifs 
et envahissant le milieu gélose molle en quarante-huit heures ou 
vingt-quatre heures que nous ensemencons en bouillon. Nous 
laissons ce bouillon huit a dix heures a l’étuve et nous l’addi- 
tionnons de 0,5 p. 100 de formol, comme pour la préparation 
des suspens:ons H des Salmonelles. Cette suspension formolée 
placée vingt-quatre heures 4 l’étuve, puis conservée en glaciére, 
nous sert a déterminer l’antigeéne H. Nous titrons ces suspensions 
vis-a-vis des différents sérums anti-H correspondant aux antigénes 
identifiés jusqu’a ce jour pour les E. coli isolés de gastro-entérites. 
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Dans les cas ot l’antigéne H ne correspond pas a ces sérums, 
nous utilisons les autres sérums anti-H de E. coli numérotés de 
1 a 22, en notre possession. 


PREPARATION DES siRUMS ANTI-H. — Nous avons préparé les 
sérums anti-H par inoculation au lapin d’une culture formolée, 
tres mobile, de différentes souches d’E. coli provenant de la 
collection du Centre International de Copenhague (Kauffmann). 

Le sérum 2 a été préparé avec la souche Bi 7455/41. 

Le sérum 6 a été préparé avec la souche A 20a. 

Le sérum 7 a été préparé avec la souche U 5/41. 

Le sérum 11 a été préparé avec la souche Su 4821/41. 

Le sérum 12 a été préparé avec la souche Bi 316/42. 

Ces souches possédent le méme antigéne H que les souches 
d’E. coli isolées de gastro-entérites, mais n’appartiennent pas au 
méme groupe O. 

Les lapins regoivent trois injections intraveineuses a quatre 
jours d’intervalle d’une culture de huit heures en bouillon formolée 
contenant 1, 2 et 4 milliards de germes. 

Sept jours aprés la derniére injection, nous faisons une prise 
d’essai au lapin et nous titrons le sérum vis-i-vis de la souche 
ayant servi a le préparer. Si le titre est satisfaisant (1/6 400 au 
minimum), nous saignons le lapin dix jours aprés la derniére 
injection. 

Un tilrage de contrdle est effectué et le sérum réparti en 
ampoules est conservé a la glaciére. 


TrcuntouE. — Les suspensions formolées des souches rendues 
trés mobiles sont titrées d’abord dans un but d’orientation. Nous 
utrons ces différentes suspensions vis-a-vis de tous les sérums 
anti-H correspondants aux E. coli isolés de gastro-entérites et 
sans tenir compte de leur groupe sérologique 111:B4, 55:B5 ou 
26: B6, déja déterminé par agglutination sur lames. Ceci nous 
permet un contréle et évite les erreurs de coagglutinations pos- 
sibles avec des souches atypiques. 

Dans cette épreuve d’orientation, nous titrons en tubes les 
souches vis-a-vis des sérums anti-H 2, 6, 7, 11, 12. 

2 et 12 correspondant aux 111:B4, 

6, 7 et 2 correspondant aux 55: B5, 

et 11 correspondant aux 26: B6. 

Les dilutions finales des sérums sont pour ce premier examen 
de 1/100 et 1/200. 

Nous plagons les portoirs pendant deux heures 4 |’étuve a 37°, 
puis nous faisons la lecture. Dans les tubes oti l’agglutination 
est apparue, elle se présente sous forme de gros flocons laches, 
se dissociant facilement par agitation des tubes. 
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Pour les souches qui nous ont donné un résullat positif dans 
un des sérums ci-dessus, nous poursuivons le titrage (jusqu’au 
titre final du sérum) en moyenne 1/6 400 4 1/12 800. 

Les premiers antigénes H, identifiés chez les E. coli isolés de 
castro-entérites, l’ont été par Kauffmann et Dupont [4] en 1950, 
qui ont décrit pour les 111:B4 les antigénes 2 et 12, pour les 
55:B5 les antigénes 6 et ? (indéterminé). 

Récemment, Laurell [9], 4 Stockholm, a isolé et décrit deux 
souches du groupe 55: B5 possédant l’antigéne H:2 et, derniére- 
ment, Krepler et Zischka [8] ont décrit un nouveau type de 55: Bd 
possédant l’antigéne H:7. 

Pour le 26:B6, le seul antigéne H identifié jusqu’é maintenant 
l’a été par Orskov [44]: c’est l’antigéne 11. 

Nous n’avons jamais observé de coagglutination importante, 
sauf pour les souches qui n’appartenaient pas aux groupes 
111 : B4, 55: BS ou 26: B6, et qui, cependant, avaient été, par 
erreur, classées comme telles. I] existe, d’autre part, une légére 
coagglutination entre H11 et H21. Nous en reparleront ultérieu- 
rement. 


IV, — ComportEMENT DES « E. COLI » SUR MILIEU GELOSE 
A L’ ACIDE B-PHENYL-PROPIONIQUE. 


Nous avons étudié pour toules nos souches la réaction décrite en 
1952 par d’Alessandro et Comes [4] 4 Palerme (réaction a l’acide 
p-phényl-propionique). 

Ces auteurs avaient remarqué que, sur certaines géloses, 
les Entérobactériacées (Salmonella, Shigella et Escherichia) se 
comportaient de fagon différente, certaines provoquant autour 
de leurs colonies l’appari‘ion d’une couleur brunatre. Aprés une 
étude chimique des différentes peptones entrant dans la compo- 
sition des milieux, ils ont observé que ce fait était lié a la pré- 
sence dans certaines d’entre elles, de Vacide f-phényl-propio- 
nique (connu également sous le nom d’acide hydrocinnamique). 

Pour effectuer cette réaction, il suffit de préparer un bouillon 
gélosé ordinaire que l’on additionne d’acide p-phényl-propionique 
a la concentration terminale de 1 p. 5000, d’autoclaver trente 
minutes 4 105°, d’ajuster 4 pH 7,2 et de couler en boites. L’ense- 
mencement se fait en surface, soit 4 partir d’une culture en 
bouillon, soit 4 partir d’une culture sur gélose, et en étalant 
Yinoculum sur une plage d’environ 1 cm de diamétre. Les boites 
sont laissées vingt-quatre heures a l’étuve a 37°. La lecture se 
fait en pratique au bout de ce temps. La réaction s’intensifie si 
on laisse les boites 4 la température ordinaire et au laboratoire 
pour atteindre son maximum en quatre a cing jours. Une réaction 
positive se manifeste par une couleur brunatre a la surface de la 
culture. Cette couleur diffuse dans le milieu. 
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D'Alessandro et Comes, aprés étude de quelques souches 
q’E. coli 111: B4 et 55:B5, avaient pu établir une classification 
correspondant, pour les 111:B4 du moins, au groupe sérologique 
de ces souches. C’est ainsi que les E. coli 111:B4 immobiles et 
les E. coli 111:B4:2 étudiés par eux donnaient tous une réaction 
acide phényl propionique positive alors que les E. coli 111: B4:12 
donnaient une réaction négative. Pour les E. coli 55:B5 les 
résultats obtenus portant seulement sur l’étude de quelques 
souches sont variables et ne permettent pas une classification 
comme pour les E. coli 111: B4. 


Ces auteurs n’ont pas étudié cette réaction pour les E. coli 
26: BG 
~ . . 


V. — Résutrats. 


Apres avoir énuméré les propriétés générales communes a tous 
les E. coli isolés au cours des gastro-entérites infantiles, nous 
rapporterons les différents types biochimiques et sérologiques que 
nous avons trouvés pour chaque groupe (111: B4, 55: B5, 26: B6) 
en classant nos souches par origine. Nous signalerons les types 
biochimiques ou sérologiques que nous avons étudiés et nous 
terminerons en mentionnant les souches atypiques que nous avons 
pu observer lors de nos examens. 

Nous donnerons plus loin un tableau indiquant les principaux 
caractéres biochimiques des souches que nous avons étudiées. 
Dans ce tableau, toutes les souches se comportant d’une facon 
analogue seront citées en groupe et nous n’indiquerons que le 
total des souches, en faisant une moyenne pour les différentes 
variations des fermentations dans le temps (tableaux I, II, IID. 

Nous désignerons par le signe +1 une réaction positive aprés 
vingt-quatre heures, par les signes +2 et +3 une réaction n’appa- 
raissant que le deuxiéme ou le troisiéme jour aprés |’ensemen- 
cement, par le signe — une réaction négative (la date limite de 
notre examen étant : trente jours d’étuve), par le signe x une 
réaction variable et par G la présence de gaz. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES COMMUNS A TOUS LES « EK. COLI » 
ISOLES DE GASTRO-ENTERITES. —- Les E. coli isolés de gastro-enté- 
rites n’hydrolysent pas l’urée (une seule exception). Sur le milieu 
choisi par nous ils ne liquéfient pas la gélatine et ne produisent 
pas d’hydrogéne sulfuré. Ils donnent une réaction de Voges- 
Proskauer négative et une réaction au rouge de méthyl positive. 

En bouillon glycérol-fuchsine de Stern, ils donnent une réaction 
négative. 

Le d-tartrate n’est pas fermenté, 4 de trés rares exceptions prés. 

Ils sont incapables d’utiliser comme seule source carbonée fe 
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citrate de Na sur milieu synthétique de Simmons (une exception - 
la souche de EF. freundii). La grande majorité des souches produit 
de l’indole ; Kauffmann [4], dans I’établissement de ses premiers 
types fermentatifs, sur un total de 34 souches, nen signale que 
7 ne produisant pas d’indole ; sur un total de 350 souches nous 
n’en avons trouvé que 3. Or ces 3 souches nous avaient été trans- 
mises par Kauffmann. 

Toutes les souches font fermenter rapidement (en vingt-quatre 
heures) le xylose, l’arabinose, le glucose avec production de gaz, 
le mannitol, le lactose et le tréhalose. 

La fermentation des autres sucres varie suivant les groupes 111, 
5D et 26 et, a l’intéricur de ces groupes, suivant les types sérolo- 
giques H. Nous avons étudié ces souches au fur et & mesure de 
leur isolement ou de leur réception, nous les classerons dans 
notre travail par origine. 


I. — Souches isolées a Paris. 


1° Groure 111:B4. — Sur 182 souches identifiées comme 
E. coli 111: B4 (par agglutination sur lames et titrage quantitatif 
des antigénes O et K), nous avons retrouvé, aprés une étude bio- 
chimique et sérologique complete, 129 fois les deux types séro- 
logiques décrils par Kauffmann et Dupont [4] en 1950 : 

114 souches ont été identifiées comme 111:B4:2. 

15 souches ont été identifiées comme 111: B4:12. 

Sur ces 182 souches, 3 se comportaient de fagon anormale. 

111: B4: 2. — Les 114 souches étudiées étaient entiérement homo- 
génes du point de vue de leurs propriétés biochimiques. 

En plus des caractéres généraux communs 4 tous les E. coli 
isolés de gastro-entérites que nous avons énumérés plus haut, 
elles faisaient toutes fermenter rapidement le xylose, l’arabinose, 
le glucose avec production de gaz, le mannitol, le lactose, le 
maltose et le tréhalose. 

La fermentation du dulcitol, du saccharose, du sorbitol et de 
la salicine présentait quelques variations dans le temps. Mais 
toutes ces substances étaient fermentées en sept jours au maxi- 
mum. Par contre, l’adonitol, le sorbose et l’inositol n’étaient pas 
fermentés, méme aprés trente jours d’étuve. 

Toutes ces souches produisaient de l’indole. 

Pour ces 114 E. coli 111:B4 Vantigéne H, a pu étre déterminé 
et titré, sauf pour 3 souches qui, bien que mobiles, n’envahissaient 
pas la gélose assez rapidement pour permetttre un titrage des 
antigénes H. 

Les titrages quantitatifs nous ont donné des résultats identiques 
pour toutes les souches: elles étaient agglutinées au titre du 
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sérum : 1/6 400 et 1/12 800 (déterminé vis-a-vis des souches type). 

I] est a noter, cependant, que toutes étaient, a l’isolement, trés 
peu mobiles, et qu’elles ont nécessité de nombreux repiquages sur 
gélose molle. Nous avons da poursuivre ces repiquages parfois 
pendant plusieurs mois avant de pouvoir déterminer |’antigéne H. 

111: B4: 12. — Les 12 souches d’E. coli 111: B4: 12 isolées 
a Paris avaient les mémes propriétés générales que les précé- 
dentes, mais elles ne faisaient fermenter ni le saccharose, ni 
V’adonitol, ni le sorbose, ni inositol. Elles appartenaient toutes 
au type déja décrit par Kauffmann et Dupont [4]. Toutes pro- 
duisaient de l’indole. 

Souches atypiques. — 1° Quatre souches se distinguaient par 
le fait que, méme au bout de trente jours, elles ne faisaient pas 
fermenter le dulcitol (451, 442, 526 et 1238). 

Toutes ces souches étaient rendues mobiles trés rapidement 
(5 ou 6 passages sur gélose molle en tubes de Craigie suffisaient 
pour qu’elles envahissent le milieu en vingt-quatre ou quarante- 
huit heures). 

2° Deux autres souches avaient été identifiées comme E. colt 
111: B4 par agglutination sur lame, et |’étude des propriétés bio- 
chimiques nous les avait fait classer dans le groupe 111: B4: 12: 
elles ne faisaient pas fermenter, en effet, le saccharose, 1|’ado- 
nitol, le sorbose et |’inositol, et méme au bout de trente jours 
(contrairement aux précédentes) elles étaient sans action sur la 
salicine. Mais, malgré plusieurs repiquages sur gélose molle, ces 
souches se sont montrées absolument immobiles (448 et 441). 
Dans le but de savoir s’il nous était permis de classer ces souches 
dans le groupe 111: B4 (dont elles possédaient les caractéres 
biochimiques) et de les considérer comme des variantes immo- 
biles du type 111: B4:12, nous avons recherché, en préparant 
un sérum, si elles possédaient les antigénes du groupe. 

Ce sérum a été préparé par inoculation au lapin d’un bouillon 
formolé de la souche 448. Nous avons fait 4 injections intra- 
veineuses 4 quatre jours d’intervalle, le lapin a été saigné dix 
jours aprés la derniére injection. 

Ce sérum agglutinait les souches 448, 441, Stocke W (souche 
type du Centre International de Copenhague) vivantes (B) au titre 
de 1/400 et chauffées (O) au titre de 1/1 600. 

Technique de saturation. — Nous avons ensuite saturé ce 
sérum (10 cm® au 1/20) par la culture de 3 boites de Roux de 
la souche type Stocke W. Nous avons laissé cette suspension 
deux heures a |’étuve, puis vingt heures a + 4°. Aprés centrifu- 
gation, nous avons titré A nouveau ce sérum saturé vis-a-vis des 
souches Stocke W, 448 et 441 (vivantes et chauffées). I] ne restait 
plus d’agglutinines. 

Pour éliminer |’éventualité de |’existence d’un autre antigéne H, 
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nous avons préparé des bouillons formolés de ces deux souches 
et nous les avons titrés vis-a-vis de tous les sérums anti-H de 
E. coli en notre possession (1 4 22). Nous n’avons obtenu aucune 
agglutination. Inversement, nous avons ttré le sérum 448 vis- 
a-vis d’une suspension H,,, nous demandant si, bien que ces 
souches soient immobiles, le sérum homologue ne possédait pas 
d’agglutinines H. Le résultat de ce titrage fut également négatif. 

Nous avons donc été amenés A conclure que ces souches, bien 
que possédant les propriétés biochimiques et donnant la réac- 
tion A l’acide f-phényl-propionique des 111: B4: 12, étaient des 
variantes immobiles de ce groupe. 

Nous avons retrouvé deux fois ce méme type parmi les souches 
provenant de Lille. 

3° Une souche isolée & Paris (122) avait été, lors de son iso- 
lement, classée dans le groupe FE. coli 111: B4. Une étude plus 
approfondie de ses propriétés biochimiques et sérologiques nous 
l’a fait considérer comme une souche atypique, en effet : 

Elle ne produisait pas d’indole, elle ulilisait le citrate de Na 
et produisait de ’hydrogéne sulfuré. 

‘Les seuls sucres qu’elle ne faisait pas fermenter étaient le 
dulcitol, l’adonitol et l’inositol. 

Elle était tres mobile, mais elle possédait un antigéne H diffé- 
rent des antigeénes H numérotés de 1 a 22. 

Pour confirmer que cette souche qui possédait tous ces carac- 
teres anormaux appartenait au groupe 111: B4, nous avons 
saturé un sérum 111: B4, Stocke W (10 cm® au 1/10) par ta 
récolte de deux boites de Roux de notre souche. Alors qu’avant 
saturation elle était agglutinée aux titres de 1/3 200 (O) et de 
1/400 (KX), aprés saturation il ne restait plus aucune agglutinine. 

Cette souche possédait done bien les antigénes somatiques ¢1 
d’enveloppe du groupe 111:B4, mais son antigéne H encore indé- 
terminé n’était pas identifiable aux antigénes H numérotés de 1 a 22 
(111: B4: 2) et elle avait les propriétés biochimiques de FE. freundii. 
Elle se rapprochait d’une souche décrite par Orskov, Schmid et 
Velaudapillai [42]. 


2° Groupe 55: B5. — Trois types sérologiques et biochimiques 
ont été décrits jusqu’A maintenant: 55:B5:6, 55:B5:2 et 
i Sp a7 ag 

A Paris, sur 19 E. coli 53: BS, nous avons retrouvé dix-huit 
fois le type 55: BS: 6 et une seule fois le type 55: BD: 7. 

Toutes les souches possédaient les propriétés générales déja 
décrites. 

Toutes produisaient de 1’indole. 

La fermentation du maltose était variable (+ pour certaines 
souches, — pour d'autres). La fermentation du dulcitol, du 
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saccharose et du sorbose était rapide, seuls l’adonitol, le sor- 
bitol, la salicine et Vinositol n’étaient pas fermentés. 

La souche 55:B5:7 différait des 55:B5:6 par ses propriétés 
hiochimiques particuliéres : elle attaquait rapidement le mal- 
lose, le dulcitol, le saccharose, le sorbose et le sorbitol ; seuls, 
adonitol, la salicine et inositol n’étaient pas fermentés. 

Comme les 111: B4: 12, et contrairement aux 111: B4: 2 isolés 
i Paris, toutes ces souches étaient trés mobiles a l’isolement ct 
nécessitaicnt peu de repiquages pour la détermination de lanti- 
géne H, 

Nouveau type: 55: B5:11. — Cette ssouche (602 b), isolée 
i Paris, possédait des propriétés biochimiques et un antigeéne H 
non encore décrits pour le groupe 55: Bd. 

Elle n’attaquait pas le dulcitol, le saccharose, le sorbose, la 
salicine et Vinositol. 

Elle possédait l’antigéne H11, qui avait été décrit jusqu’a 
maintenant uniquement dans le groupe 26: B6. 

Comme toujours, pour pouvoir affirmer que cette souche pos- 
sédait bien la formule 55: B5: 11, nous avons fait des saturations, 
dune part du sérum anti-55:B5, d’autre part du sérum anti-H,,. 

Cette souche était agglutinée avant saturation par les sérums 
55: BS et H,, aux titres suivants: 1/12 800 (O), 1/400 (K), 
1/25 600 (H,,). 

Nous avons saturé le sérum 55: BS (1064) par cette souche 
(602 6). Aprés saturation, ce sérum n/’agelutinait plus ni la 
souche 602 b, ni la souche 1064. 

Nous avons également saturé le sérum H,, par notre souche, 
la saturation a également été compléte. Nous pouvions donc 
affirmer que cette souche possédait bien la formule 55: B5S: 11. 


3° Groupe 26:B6. — Les 18 souches d’E. coli 26: B6 isolées 
a Paris appartenaient toutes aux types déja décrits par 
Orskov [44]. 

Six souches appartenaient au type 2, ne faisaient pas fermenter 
Vadonitol, le dulcitol et l’inositol, la fermentation de la salicine 
était variable. Toutes les souches produisaient de lindole et 
faisaient fermenter rapidement le xylose, l’arabinose, le glucose, 
le mannitol, le lactose, le saccharose, le sorbose, le tréhalose et 
le sorbitol. Toutes étaient mobiles et possédaient l’antigéne H,,. 

Cinq souches étaient immobiles, appartenaient au type 1 
d’Orskov et faisaient fermenter rapidement le dulcitol, mais non 
Vadonitol ni l’inositol. 

Deux souches présentaient les propriétés biochimiques du type 38 
(le dulcitol, l’adonitol, Vinositol n’étaient pas fermentés). Elles 
étaient immobiles et nous n’avons pas pu déterminer |’anti- 


gene H. 
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Il. — Souches provenant du Nord de la France. 


1° Groupe 111:B4. — 31 souches d’E. coli 111:B4 ont été 
étudiées. Sur ces 31 souches, 29 ont été identifiées comme des 
E. coli 111: B4:2 typiques. La seule remarque que nous ferons, 
c’est qu’en général, elles étaient beaucoup plus mobiles que les 
souches isolées dans les hdpitaux parisiens et en différaient par 
leur type bactériophagique et leur sensib:lté aux antibiotiques. 

Souches atypiques. — 2 souches (211 et 143) présentaient les 
mémes caracléres que 2 souches isolées a Paris (448 et 441). 

Elles ne faisaient pas fermenter, non plus que ces deux 
derniéres, le saccharose, l’adonitol, le sorbose, la salicine ect 
l’inos:tol et elles étaient immobiles. 

Les saturations des sérums préparés avec ces souches nous ont 
donné Jes mémes résultats que ceux précédemment rapportés pour 
les souches parisiennes. 


2° Groupe 55:B5. -— Sur 14 souches étudiées, 10 présentaient 
les caractéres biochimiques et sérologiques des E. coli 55: B5:6 
décrits par Kauffmann et Dupont (100). 

Une souche appartenait au type 55: Bd: 7. 

Types anormaux. — 38 souches se comportaient, au point de 
vue biochimique, d’une facon anormale (246, 242, 153). 

Pour l'une d’entre elles (153), nous avons pu identifier l’anti- 
géne H. Cette souche était agglutinée, en effet, au titre de 
1/6 400, par le sérum anti-H,. Elle différait du point de vue 
biochimique de la souche 55: B5:2, type envoyé par Kauffmann : 
contrairement a celle-ci, elle faisait fermenter rapidement la 
salicine. 

La souche numérotée par nous 242 possédait les propriétés 
biochimiques du 55: B5:2 (Kauffmann) et était trés mobile, mais 
elle n’était agglutinée par aucun des sérums anti-H que nous 
utilisons pour nos titrages courants, 4 savoir : les sérums anti-2, 
sey en Py 

Afin de pouvoir compléter l’identification de cette souche, nous 
l’avons titrée vis-d-vis de tous les sérums anti-H en notre posses- 
sion (1 4 22). Bien que trés mobile, notre souche n’était agglutinée 
par aucun de ces sérums. Cette souche posséde done un anti- 
géne H différent des antigénes H numérotés de 1 a 22. 

La souche 246 possédait l’antigéne H,, et les propriétés bio- 


chimiques du 111:B4:12 typique. Nous reparlerons plus loin de 
cette souche. 


3° Groure 26:B6. — Des 4 souches d’E. coli 26:B6 que nous 
avons étudiées provenant de la région de Lille : 
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1 était mobile; elle appartenait au type biochimique 2 
d’Orskov et possédait lantigéne H,,. 
3 étaient immobiles et appartenaient au type biochimique 1 


_d’Orskov. 


III. — Souches d’Autriche (Vienne). 


1° Groupe 111: B4. — 111: B4: 2. -- 32 souches ont été iden- 
tifigées comme 111:B4:2, elles appartenaient au type décrit par 
Kauffmann et Dupont [4]. 

Comme les souches isolées 4 Paris et contrairement a celles 
de Lille, celles étaient trés peu mobiles. Et nous avons été obligés, 
pour déterminer ]’antigéne H, de repiquer ces souches pendant 
plusieurs mois. 

111: B4: 12. — 9 souches appartenaient au type 111:B4:12. 

5 possédaient les caractéres biochimiques de ce type (le saccha- 
rose, l’adonttol, le sorbose, l’inositol n’étaient pas fermentés) et 
4 étaient sans action sur le dulcitol, le saccharose, l’adonitol, le 
sorbose et l’inositol. 


2° Groupe 55: BS. — Un E. coli 55:B5:6 typique. 
21 E. colt 55: B5:7 typiques également. 


IV. — Souches de Copenhague. 


1° Groupe 111:B4. — 111: B4:2. — 8 souches typiques, trés 
mobiles, dont 3 ne produisatent pas d’indol. 


2° Groupe 55:B5. — 11 souches dont 5 ont été déterminées 
comme 55: B5:6. 

2 ont été déterminées comme 55d: Bd: 2. 

3 étaient immobiles : 2 possédaient les caractéres biochimiques 
du groupe 55:B5 (maltose variable, adonitol, sorbitol, salicine, 
inositol] non attaqués), la troisiéme souche possédait des carac- 
teres biochimiques particuliers (seuls l’adonito] et J inositol 
n’étaient pas fermentés). 

1 était un 55: Bd: 7. 


3° Groupe 26:B6. — 13 souches ont été identifiées, dont 5 
appartenaient au type biochimique 2 d’Orskov [44] et étaient 
mobiles (H,,). 7 autres étaient immobiles et appartenaient au 
type 1 d’Orskov. 

Souche atypiqgue. — Une souche particuliére, le n° 590, possé- 
dait une uréase. Nous avions pensé au début 4 une contamination, 
mais aprés isolement de cette souche en vue d’étudier l’hydrolyse 
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de 'urée, 10 colonies sur 10 possédaient cette propriclé et avaient 

i eh a ee ae ae 

les mémes propriétés biochimiques que les 26:B6:11. Il s'agis 
= . a ’ Pa fey . _ > Rihes 
sait done bien d’un 26:B6:11, capable d’hydrolyser lurée. 


\V. — Souches d’Italie (Palerme). 


Parmi les souches du groupe 111:B4 regques de Palerme, 
11 souches possédaient des propriétés biochimiques particuliéres 
(seuls ]’adonitol, la salicine et l’inositol n’étaient pas fermentés) 
et 10 d’entre elles possédaient un antigéne H non encore décril 
pour les 111: B4, l’antigene H,,. Une seule était immobile. 

Ces souches nous paraissant anormales, nous avons fait des 
saturations, d’une part des agglutinines O et K, d’autre part des 
agelutinines H. 

“Saturation des agglulinines II: Nous avons saturé ie sérum 
anti-H,, (10 cm* du sérum dilué 4 1/20) par notre souche (récolte 
de 4 boites de Roux). Aprés séjour de deux heures & I’étuve et 
centrifugation, nous avons titré a nouveau ce sérum saturé : il 
ne possédait plus d’agglutinines H qu’au titre de 1/1 600, alors 
qu’avant saturation il agglutinait nos souches au 1/25 600. 

Saturation des agglutinines O et K : Nous avons de la méme 
fagon saturé un sérum 111:B4, préparé avec la souche type 
Stocke W (10 cm*® au 1/20) par la culture de 3 boites de Roux 
de chacune de ces souches. Aprés séjour de deux heures a |’ étuve, 
puis vingt heures 4 +4°, nous avons centrifugé et titré 4 nouveau 
le sérum ainsi saturé. Alors qu’avant saturation, le sérum agglu- 
tinait au titre de 1/3 200 les suspensions vivantes et chauffées, 
apres saturation il n’y avait plus aucune agglutinine. 

Les souches appartenaient bien au groupe 111:B4 et consti- 
tuaient. un nouveau type d’E. coli: 111: B4:21. 


VI. — Souches du Canada (Chicoutimi) [47]. 


5 souches éludiées appartenaient au type 55:B5:6 et avaient 
les caractéres biochimiques typiques. 

1 souche appartenait au groupe 111:B4:12, mais ne faisait 
pas fermenter le dulcitol, le saeccharose, l’adonitol, le sorbose et 
inositol. 


VII. — Souches de Grande-Bretagne (Londres). 


11 souches nous avaient élé transmises comme appartenant au 
groupe 55: Bd. 
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Aprés une étude biochimique et sérologique compléte de ces 
souches, 1 seule nous a donné les caractéres des 55: B5:6. 

Souches atypiques. — Les 10 autres souches se comportaient 
de fagon identique au point de vue biochimique (le dulcitol, 
l’adonitol, le sorbose et l’inositol, seuls, n’étaient pas fermentés) 
et elles possédaient cependant J’antigéne H,. Le titrage quanti- 
tatif nous a donné des résultats identiques pour toutes ces souches : 
elles étaient agglutinées par le sérum au titre de 1/3 200 a 1/6 400. 

Ces 10 souches étaient agglutinées par le sérum 55:B5 
(souche 1064) au titre de 1/1 600 (souche vivante) et 1/19 200 
(souche chauffée). Elles étaient capables de le saturer compléte- 
ment (10 cm* du sérum 55 au 1/20 par la récolte de 3 boites de 
Roux chauffées). Ceci confirmait donc bien qu’elles appartenaient 
au groupe 55:B5, et qu’elles constituaient un type biochimique 
nouveau d’E. coli 55: B5:2, vraisemblablement le méme que celui 
signalé par Wright et Villanueva [416]. 


VIII. — Souches de Grande-Bretagne (Birmingham). 


8 souches ont été examinées, elles appartenaient au groupe 
555 B5. 

4 possédaient |’anltigene H, et avaient des propriétés biochi- 
miques typiques. 

Souches atypiques. — 4 possédaient ]’antigéne H, et diffé- 
raient du type biochimique déja décrit. Elles fermentaient en 
effet rapidement le saccharose et la salicine (contrairement aux 
55: B5:2 isolés jusqu’é maintenant). Elles ne fermentaient pas le 
dulcito]l, Padonitol, le sorbose et V’inositol. 

Toutes ces souches 5d: Bd5:2 de Grande-Bretagne (Londres et 
Birmingham) de mémes caractéres biochimiques - et sérologiques 
appartenaient 4 un type bactériophagique différent des types 
trouvés pour les souches 55: B5 précédemment isolées. Elles s’en 
distinguaient également par leur sensibilité plus faible aux anti- 
biotiques. 


IX. — Souches de Grande-Bretagne (Aberdeen). 


Deux souches ont élé étudices : 

Un E. coli 111:B4:12 atypique ne fermentant pas le dulcitol, 
le saccharose, l’adonitol, le sorbose et l’imositol. 

Un E. coli 55:B5 dont les propriétés biochimiques étaient les 
suivantes : il ne fermentait pas le dulcitol, l’adonitol, inositol et 
possédait un antigéne H non encore décrit pour les E. coli: H,,. 

Pour affirmer que cette souche appartena:t au groupe 55: Bd, 
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nous avons saturé un sérum type (1064) par notre souche. La 
saturation a été complete. ; 

Le titrage quantitatif des antigénes H nous a donné un titre 
de 1/12 800 vis-a-vis du sérum anti-H,, (souche U 1la/44) et de 
1/800 vis-a-vis du sérum anti-H,,. Pour pouvoir déterminer avec 
certitude l’antigene H de ce nouveau type, nous avons sature, 
d’une part, le sérum anli-I],, et, d’autre part, le sérum anti-H,, 
par cette souche (644). Seul le sérum anti-H,, fut sature. L’agglu- 
tination dans le sérum 11 n’était done qu’une coagglutination et 
notre souche possédait lantigéne H,,. , 

Remarque : Nous avons observé, pour la souche 602 b (Paris) 
identifiée comme 55:B5:11, une coagglutination analogue dans 
le sérum anti-H,,. Cette derniére souche était agglutinée au titre 
de 1/25 600 par le sérum anti-H, et au titre de 1/800 par le sérum 
anti-H,,. Mais elle ne saturait que le sérum anti-II,,. 


X. —— Souches d’Allemagne (Hambourg). 


5 souches appartenaient au type 111: B4:12. 

2 possédaient les caractéres biochimiques typiques (le sac- 
charose, l’adonitol, le sorbose, l’inositol n’étaient pas fermentés). 

3 ne faisaient pas fermenter le dulcitol, le saccharose, ]’ado- 
nitol, le sorbose et l’inositol. 

L’antigéne H,, a pu ¢étre facilement déterminé pour toutes. 


XI. — Souches anormales. 


Nous pensons qu’il est intéressant de terminer notre étude 
biochimique et sérologique par la description de trois souches pour 
lesquelles une erreur de diagnostic a été commise lors de |’identi- 
fication sérologique rapide. Deux de ces souches ont été isolées 
a Paris (70, 95), la troisiéme a Lille (246). 

‘Les trois souches, aprés agglutination sur lames et titrages quan- 
titalifs des antigénes O et K, avaient été identifiées comme 
FE. coli 55:B5. En effet, elles étaient agglutinées sur lame par 
le sérum anti55: BS. Les agglutinats étaient cependant plus fins 
que ceux observés habituellement et les titrages quantitatifs de 
ces souches nous avaient donné des titres plus faibles que Ja 
majorité des E. coli 55:B5. Toutes les trois possédaient des 
propriétés biochimiques analogues, comparables a celles du 
type 111: B4:12 (seuls le saccharose, l’adonitol, le sorbose et 
l’inosifol n’étaient pas fermentés), de plus elles étaient agelu- 
tinées par le sérum anti-H,, au titre de 1/6400, alors que 
cet antigene n’a jusqu’’ présent jamais été signalé dans le 
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groupe 55: Bd. Ces souches possédaient done des propriétés bio- 
chimiques et sérologiques anormales pour des 55: Bd. C’est pour- 
quoi nous avons préparé un sérum, suivant la technique précé- 
demment décrite. 

Tandis qu’a l’isolement ces souches étaient agglutinées par !e 
sérum 55: B5, au titre K de 1/100 et O de 1/800, le sérum pré- 
paré avec l’une d’elles plusieurs mois aprés l’isolement n’agglu- 
tinait plus les suspensions, chauffées et vivantes, des souches 
types Stocke W (111: B4), 1064 (55: BS), alors qu’il agglutinait 
encore les suspensions chauffées de ces trois souches en étude 
au titre de 1/1 600 et leurs suspensions vivantes a 1/800. 

Nous avons inversement saturé un sérum 55: B5 par notre 
souche 246. Alors que le sérum 55 ainsi saturé n’agglutinait plus 
la souche 246, le titre vis-a-vis de la souche 55: B5 (1064) vivante 
et chauffée avait 4 peine baissé. 

Ces trois souches ne saturant pas le sérum 55: BS ne pouvaient 
done pas étre identifiées comme des LE. coli de ce groupe, ainsi 
que nous l’avait fait présumer un diagnostic sérologique rapide. 

Nous devons signaler que les deux souches parisiennes ont été 
isolées 4 la méme date chez deux enfants atteints de gastro- 
entérite, hospitalisés dans le méme service. 


VI. — Comportement vES « E. COLI » SUR MILIEU GELOSE 
A L’ACIDE B-PHENYL-PROPIONIQUE. 


Nous avons examiné toutes nos souches (1 248) sur le milieu 
gélosé a l’acide B-phényl propionique. Cette étude nous a permis 
d’établir une classification intéressante qui confirme et compléte 
les résultats obtenus sur un petit nombre de souches par d’Ales- 
sandro et Comes [4]. La parfaite correspondance entre les 
résultats des recherches biochimiques, sérologiques et bactério- 
phagiques sur les 350 souches étudiées de facon compléte nous 
autorise a généraliser les notions ainsi acquises. 

Groupe 111: B4. — 846 souches ont élé étudiées. 

Tous les E. coli 111: B4:2, quelle que soit leur origine, 
donnent une réaction acide p-phényl-propionique positive (PP+). 

Tous les 111: B4:12 donnent une réaction 4 l’acide B-phényl- 
propionique négative (PP—), de méme que les 111: B4:21 
transmis par d’Alessandro. 

Les 5 souches qui possédaient les mémes propriétés biochi- 
miques que les 111: B4:12, mais qui étaient immobiles, ont 
donné une réaction a l’acide p-phényl-propionique négative (PP—) 
comme les 111: B4: 12. 

Groupe 55: B5. — 305 souches ont été étudiées. 

Les E. coli 55: B5, quels que soient leur antigéne H et leur 
origine, donnent une réaction a l’acide § phényl-propionique 
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négative (PP—), sauf les 55:B5:2 provenant de Grande- 
Bretagne : ces derniéres souches avaient des propriétés bio- 
chimiques anormales et étaient les seules 55: B5 4 donner une 
réaction 4 l’acide p-phényl-propionique positive (PP +). 

Groupe 26:B6. — 97 souches ont été étudiées. 

Tous les E. coli 26: B6 donnent une réaction a l’acide p-phényl- 
propionique négative (PP—). Il n’y a aucune différence entre les 
souches mobiles et immobiles. 


VII. — Concwuston. 


Nous rassemblons dans un tableau, pour chacun des trois 
groupes d’E. coli, les résultats globaux que nous a donnés 
l’étude antigénique (O, K, H) et biochimique de 350 souches de 
provenance trés variée ; dans chaque tableau seront mis en évi- 
dence les types classiques, atypiques et nouveaux (tableaux J, 
II, Il). 

I. — Sur 228 souches d’E. coli 111: B4 étudiées, nous avons 
trouvé : 

l°.E. coli, 11B4s(PP 4), 183 fois.s 

180 fois des souches possédant les caractéres décrits par 
Kauffmann et Dupont [4]. 

3 fois des souches mobiles atypiques ne produisant pas 
d’indole (provenant du Danemark). 

2° E. coli 111: B4: 12-(PP —), 37 fois: 

19 fois des souches typiques (Kauffmann et Dupont). 

13 fois des souches atypiques qui different du type pré- 
cédent par le caractére dulcitol —). 

5 fois des EF. coli 111: B4 immobiles qui possédent les 
caractéres biochimiques des 111: B4 :12 sauf le pouvoir 
de faire fermenter la salicine. 

3° E. coli 111: B4: 21 (PP—), 10 fois. 

Ces souches constituent un nouveau type, non encore décrit. 
Elles proviennent toutes d’Italie (Palerme): elles ne font fer- 
menter ni |’adonitol, ni l’inositol. ‘La fermentation du mannitol 
et de la salicine est variable. 

4° FE, coli 111:B4:? — Une souche, isolée a Paris, ne fait 
pas fermenter le dulcitol, l’adonitol, l’inositol, ne produit pas 
d’indole, ulilise le citrate, produit de l’hydrogéne sulfuré et 
posséde un antigéne H non identifié différent des antigénes H 
numérotés de 1 a 22 (caractéres antigéniques d’E. coli ct carac- 
teres biochim:ques d’E. freundii). 

Remarques : 1° Il nous parait intéressant de noter que parmi 
les cultures qui ne donnent pas la réaction phényl-propionique, 
les types biochimiques III, IV et V ne font pas fermenter le 
saccharose, tandis que les types VI et VII attaquent ce glucide 
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TaBLeAu I. — Garactéres des souches du groupe 1411: B4. 
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Ces deux derniers types (PP—) se comportent donc a cet égard 


comme les 111: B4 (PP+). 


biochimiques 


(111: B4: 21) et VII (111: B4: ?) font fermenter le sorbose. 


VI 


les types 


111: B4 


parmi les 


Seuls 


De. 


— Sur 90 souches d’FE. coli 55: BS étudiées, nous avons 


JUG 
trouvé : 


1° E. coli 55: B5:6. — 44 fois des souches typiques [Kauff- 


mann et Dupont] (PP —). 


2° E. coli 55 :B5: 7. — 24 fois (PP —). 


15 
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Taprzau Ul. — Garactéres des souches du groupe 55: B5. 
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4° FE, coli 55: B5?: 


possédant 
- numérolés de 


un antigéne 


1 souche (PP —) provenant de Lille, trés mobile 
Tas; 


3 souches (PP —) provenant du Danemark. 


H différent des antigénes H 
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Tasieau Ill. — Caractéres des souches du groupe 26: B6. 
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5° EF, coli 55: B5:11 (PP —), 1 fois, 1 souche isolée a Paris. 

6° E. coli 55: B5:21 (PP —), 1 souche transmise par Smith. 

Ill. — Sur 31 souches d’E. coli 26: B6 (toutes PP —) nous 
avons trouvé : 
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I? 2656511 4 

12 fois le type 2 d’Orskov [44]. 

1 fois une souche atypique urée +. 
2° 26: B6 immobiles : 

15 fois le type 1 d’Orskov. 

3 fois le type 3 d’Orskov. 

En France, le nombre des E. coli 111 :B4 isolés des selles de 
nourrissons est beaucoup plus élevé que celui des EF. coli 55: BO ; 
le type 26: B6 est le plus rare. 

Les antigénes flagellaires H, pour le groupe 111: B4 et H, 
pour le groupe 55: BS sont les plus courants. Ces deux types onl 
été souvent isolés au cours d’épidémies. Par contre, nous n’avons 
jamais isolé E. coli 26: B6 au cours d’épidémies, mais unique- 
ment dans des cas sporadiques. 


On trouvera la bibliographie compléte des divers travaux sur les 
E. coli de gastro-entérite dans le travail de Simone Le Minor : « Etude 
bactériologique d’Escherichia coli isolés au cours de gastro-entérites 
infantiles », Thése Pharmacie, Paris, 20 juin 1953, et dans celui de 
O. H. Braun: Ergebn. inneren Med. Kinderheilk., 1953, 4, 53. 

Nous ne rapporterons ici que les travaux des auteurs cités dans 
notre texte. 
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ISOLEMENT D'UN VIRUS ENCEPHALOMYELITIQUE 
A BRAZZAVILLE. 


iil. — CULTURE SUR CEUF EMBRYONNE ET CONCLUSIONS 


par Aime PELLISSIER (‘). 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


Nous avons rapporté ici méme [4, 2, 3] l'étude épidémiologique, 
expérimentale et immunologique du virus de 1’encéphalomyélite 
de Brazzaville. Nous donnons aujourd’hui les résultats de !a 
culture de ce virus sur embryon de poulet. Nous terminerons 
enfin par les conclusions générales qui se dégagent de 1’étude de 
cet intéressant virus. 


CULTURE EN OEUF EMBRYONNE. 


Pour la pratique de cette culture nous nous sommes servi des 
précieux renseignements donnés par Beveridge et Burnet [4] et 
par P. Lépine [5]. Nous avons utilisé ]’inoculation sur la mem- 
brane chorio-allantoide, utilisée pour la premiére fois pour 
’étude du virus de la variole aviaire par Woodruff et Goodpas- 
ture [6] en 1931 ; et |’inoculation dans le sac vitellin utilisée pour 
la premiére fois en 1938, pour les rickettsies, par Barykine et 
coll. {7] et Cox [8]. 


PASSAGES SUR MEMBRANE CHORIO-ALLANTOIDE. 


Nous avons utilisé la méthode aveugle simplifiée, dérivée de 
la méthode de Beveridge, et indiquée par P. Lépine [5]. L’ceuf 
est incubé pendant douze jours en position horizontale. Par mirage 
on note une région ou la membrane chorio-allantoide est bien 
développée et on marque au crayon sur la coquille un point de 
cette région choisi en dehors des vaisseaux. Aprés stérilisation 
de la coquille, on fait une perforation au niveau de la chambre 
a air, puls une perforation au niveau du point marqué. On fait 
sauter une infime parcelle de coquille, sans léser la membrane 
coquilliére. On dépose une gouttelette d’inoculum sur cet orifice et 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1953. 
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on perfore délicatement la membrane coquilliére 4 travers cette 
gouttelette, avec |’aiguille de la seringue (seringue 4 tuberculine). 
En général la dépression causée par le trou fait au niveau de la 
chambre a air aspire l’inoculum, qui va se répandre sur la chorio- 
allantoide. Il est quelquefois nécessaire de pratiquer une légére 
aspiration au niveau du trou de la chambre a air, avec une tétine 
de compte-gouttes par exemple, pour obtenir l’aspiration de l’ino- 
culum. Les deux orifices sont ensuite obturés avec I goutte de 
paraffine fondue stérile. 

Nous avons fait 8 passages successifs sur chorio-allantoide et 
obtenu la mort de 8 sur 5 embryons inoculés au cinquiéme jour, 
avec des lésions de congestion hémorragique diffuses sur les 
membranes et chez l’embryon. 

Nous n’avons malheureusement pas pu poursuivre ces passages 
pour des raisons matérielles. Ne disposant que d’un petit nombre 
d’ceufs & inoculer chaque semaine et poursuivant paralléllement 
des inoculations de rickettsies en sac vitellin, nous avons été 
amené 4 nous en tenir 4 un seul mode d’inoculation utilisable 
pour toutes nos expériences. 

Quoigue nous n’ayons pas fait la preuve de la culture du virus 
sur chorio-allantoide par inoculation au singe, nous devons cepen- 
dant penser que cette culture a eu lieu puisqu’elle a entrainé la 
mort des embryons. 


INOCULATION DANS LE SAC VITELLIN. 


Nous avons utilisé la méthode aveugle classique, aprés une 
incubation de cing A six jours, en position verticale. 

Nous avons effectué 8 passages successifs qui ont donné les 
résultats suivants : 


NUMERO NOMBRE D'OEUFS |NOMBRE D’EMBRYONS 
du passage inoculés morts DATE DE LA MORT 


Sacrifiés le 9° jour. 
Morts le 9° jour. 
Morts le 4° jour. 
Mort le 9° jour. 
Morts le 7° jour. 
Morts le 8° jour. 
Morts le 7° jour. 
Morts le 7° jour. 


6 0 
4 2 
4 2 
3 4 
5 2 
4 3 
5 4 
3 3 


I] semble bien qu’a partir du cinquiéme passage la virulence 
se soit fixée, puisque pratiquement 8 4 10 sur 10 des embryons 
inoculés meurent vers le septiéme-huitiéme jour. Les lésions 
histologiques ne présentent aucun caractére particulier. I] s’agit 
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seulement d’une congestion diffuse du sac, des membranes et de 
Vembryon. Nous n’avons pas remarqué de lésions spéciales ct 
nous: n’avons pas trouvé d’inclusions. 

Au quatriéme passage sur embryon, nous avons inoculé le 
singe 371, par voie intracérébrale. Cet animal a présenté, aprés 
une incubation de quatorze jours, des tremblements et une poussée 
fébrile. Le seiziéme on notait une paraplégie flasque, le dix- 
huitiéme jour une quadriplégie et le singe mourait le vingt et 
uniéme jour. La preuve était faite que le virus cultivait sur 
embryon de poulet. 

Le virus est présent dans le sac vitellin et dans tout l’embryon 
et les passages peuvent étre effectués avec le sac ou |’embryon. 

Nous avons procédé a4 un titrage, incomplet, du virus, et cons- 
taté que la dilution a 1/100 du sac vitellin donne la mort de 
3 sur 3 embryons dans les délais normaux. Par contre, une 
dilution 4 1/1 000 ne s’est pas montrée virulente. 

Nous avons procédé a un essai de séro-neutralisation du virus 
embryon avec l’anti-sérum expérimental de lapin. L’épreuve est 
faite classiquement avec deux heures d’incubation du mélange 
4 37°. L’anti-sérum protége 4 sur 4 embryons inoculés avec le 
virus 4 1/100 (dilution finale) et 2 sur 4 embryons avec le passage 
normal. 

Nous n’avons pu poursuivre plus avant ces expériences, mais 
elles montrent d’ores et déja : 

1° La culture du virus sur embryon de poulet ; 

2° L’absence d’autostérilisation du virus qui rendait difficile 
Vexpérimentation chez le singe ; 

3° La possibilité de pratiquer des tests de séro-neutralisation 
sur embryon de poulet, d’ot la facilité de l’expérimentation Aa 
venir ; 

4° L’espoir d’obtenir sur embryon, au bout d’un certain nombre 
de passages, un virus qui aura perdu sa virulence pour le singe 
et pour ’homme et qui pourra étre utilisé comme vaccin. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


Au terme de cette étude, i] est intéressant de reprendre les 
principaux caractéres du virus de l’encéphalomyélite de Brazza- 
ville. 

L’un des plus intéressants de ces caractéres, sinon le. plus 
troublant, est l’étroite analogie qui existe, en ce qui concerne le 
pouvoir pathogéne naturel, |’épidémiologie et le pouvoir. patho- 
géne expérimental pour le singe, entre ce virus et les virus polio- 
myélitiques. 

La maladie naturelle, si elle peut revétir l’allure de méningite 
et de méningo-encéphalite, est capable de simuler exactement la 
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paralysie infantile. Et ceci s’est produit non seulement au cours 
de l’épidémie de 1951, mais encore au cours des petiles poussces 
de 1952, au cours desquelles une centaine de cas africains et un 
cas européen ont été constatés. 

L’épidémiologie est calquée sur celle de la poliomyélite et les 
facteurs secondaires, saisonniers, climatologiques, météorolo- 
giques et de moindre résistance individuelle, viennent activer !a 
propagation du virus éliminé par les selles des malades. 

Le pouvoir pathogéne expérimental pour le singe reproduit 
d’une maniére troublante la maladie naturelle, avec sa phase 
fébrile, grippale et sa phase paralytique apparaissant brusque- 
ment sous la forme de la paraplégie flasque du matin. 

Mais l'étude histologique du systéme nerveux du singe montre 
les lésions d’une encéphalomyélite et non celles de la poliomyé- 
lite. On peut schématiser ainsi ces deux types de lésions. Dans 
la poliomyélite, il y a atteinte de la substance grise de la moelle, 
du bulbe et des noyaux gris de la base, sans diffusion aux autres 
régions du systéme nerveux. Le maximum de lésions est constaté 
au niveau des cornes antérieures de la moelle dont les neurones 
moteurs sont détruits par le virus, 4 la suite de quoi se produit 
une réaction inflammatoire de neuronophagie pour |’élimination 
des déchets neuronaux. Dans l’encéphalomyélite, au contraire, 
les lésions sont diffuses 4 tout le névraxe et ce sont des lésions 
surtout inflammatoires qui détruisent secondairement les éléments 
neuronaux. 

Et de fait des signes encéphalitiques sont retrouvés dans cer- 
tains cas de la maladie naturelle, et chez certains singes qui 
présentent pendant quelques jours uniquement des signes d’encé- 
phalite. Cette distinction histologique a de plus été amplement 
confirmée par l’existence d’une virémie chez le singe et par la 
culture du virus sur ceuf embryonné. 

Le virus s’est montré trés réguliérement pathogéne pour !e 
singe et pratiquement. pas pour la souris ni le cobaye. Cependant, 
il est trés possible que l'utilisation de rongeurs sauvages récem- 
ment importés au laboratoire (hamster, mérion et sigmodon) 
permette une adaptation 4 ces rongeurs puis a la souris. 

Par les épreuves de séro-neutralisation croisée et par les 
épreuves de fixation croisée du complément ce virus s’est montré 
différent de 4 autres virus neurotropes isolés 4 Brazzaville ou 
en A. E. F. et de 28 virus neurotropes divers. De par ces carac- 
téres particuliers, le virus de l’encéphalomyélite de Brazzaville 
est le virus encéphalomyélitique le plus prés des virus poliomyé- 
litiques. Nous pensons que c’est bien la premiére fois qu’un virus 
encéphalomyélitique est isolé des selles de jeunes malades atteints 
de paralysie infantile clinique. 


Ce virus semble déja étre assez répandu en Afrique, si l’on en 
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juge par le pouvoir neutralisant du soi-disant sérum de convales- 
cent de poliomyélite d’Angola. De toute facon, il semble qu’a 
Brazzaville et au Moyen-Congo (réactions de déviation du complé- 
ment effectuées en enquéte), il gagne du terrain chaque année. 

A ce sujet, la culture du virus sur ceuf embryonné permet 
d’envisager ]’obtention, au bout d’un certain nombre de passages, 
d’un virus non pathogéne, mais antigénique, qui pourrait étre 
utilisé comme vaccin. 
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ANTICORPS BLOQUANT 
DANS LE SERUM DE SUJETS BRUCELLIQUES 


V. — IMPORTANE POURC LE DIAGNOSTIC 
DE LA BRUCELLOSE CAPRINE 


par G. RENOUX (°*). 


(Institut Pasteur, Tunis.) 


Le diagnostic de la brucellose chez l’animal ne demande pas 
exactement les mémes criléres que ceux exigés pour l’homme. 

Dans le cas de la brucellose humaine, et de ce point de vue, 
le probleme est proche de celui rencontré pour la tuberculose, 
il s’agit de rapporter a leur cause actuelle les symptémes obser- 
vés. Que l’individu ait été en contact ou non avec Brucella, qu'il 
héberge ou non ce microbe n’est pas ce qui importe au clinicien 
en présence d’un malade : il faut faire la preuve que les troubles 
dont souffre le patient sont bien dus a la « brucellose-maladie ». 
On ne saurait jamais étre trop sévére sur cette preuve qu’en 
état actuel de la question seule une culture positive, A la rigueur 
un séro-diagnostic a taux suffisamment élevé, peut apporter, a 
V’exclusion de toute autre réaction. , 

Chez l’animal, il ne s’agit pas de faire le diagnostic d’un état 
morbide actuel afin d’instaurer une thérapeutique correcte et 
active, lobjectif est d’éliminer d’un troupeau tous les animaux 
excréteurs ou porteurs de Brucella. 

L’anticorps bloquant que l’on trouve dans certains sérums de 
sujets brucelliques [4, 2, 3, 4] peut aider a résoudre ce probléme 
important pour l’épidémiologie et la prophylaxie de la brucellose 
animale, plus particuliérement caprine. 


M&THODE. 


C’est celle exposée dans une publication antérieure [4]. On pra- 
lique un séro-diagnostic de Wright selon la technique habituelle : 
Dilutions du sérum frais en eau salée a 0,85 p. 100 du 1/5 au 
1/5 120, sous un volume uniforme de 0,5 ml. On ajoute alors 
a chaque tube, au rhéométre, 0,5 ml de la suspension antigénique 
(souche « S.6 smooth », étalonnée par le sérum Etalon Interna- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1° octobre 1953. 
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tional OMS/OIE : ++ 1/720), ce qui donne des dilutions finales 
du sérum suspect comprises entre 1:10 et 1:10 240. 

Le portoir contenant ces dix tubes (plus un tube témoin conte- 
nant 0,5 cm* d’eau salée et 0,5 cm® d’antigéne) est porté, une nuit, 
a l’étuve 4 37°. Le lendemain, on lit la réaction. Si aucune agglu- 
tination ne s’est produite, on recherche l’anticorps bloquant en 
ajoutant 4 chaque tube de la réaction, y compris le tube témoin, 
0,1 cm* d’un sérum sdrement agglutinant pour Brucella, en sorte 
que la dilution finale de ce sérum soit de 1/100. On porte de 
nouveau a l’étuve 4 37° et aprés dix-huit heures on lit la réaction. 

La présence d’anticorps bloquant se traduit alors par |’absence 
d’agglutination dans un ou plusieurs tubes des plus faibles 
dilutions. 

On peut faire cette recherche au moyen d’un sérum antiglo- 
buline qu’on fera agir sur la suspension microbienne sensibilisée 
par le sérum suspect et lavée soigneusement. Cette deuxiéme 
technique est généralement plus sensible, donne des titres plus 
élevés. Elle a l’inconvénient d’étre plus longue, plus difficile et 
d’exiger autant de sérums « antiglobuline » qu’il y a d’espéces 
animales qui ont fourni les sérums 4 éprouver. 


RESULTATS. 


Nous avons appliqué cette méthode aux sérums de quelques 
chévres qui, faisant partie d’un troupeau strement infecté 
(agglutinations et cultures positives), avaient un séro-diagnostic 
négatif. 

Le tableau I présente les résultats de la recherche des anti- 
corps bloquants chez 14 caprins (2 males, 12 femelles) a séro- 
diagnostic négatif, en méme temps que les résultats globaux des 
cullures faites sur ces animaux ; 12 d’entre eux ont été autopsiés 
et des échantillons de divers tissus ou organes mis en culture : 
les résultats détaillés de ces cultures sont exposés ailleurs [5]. 

Les hémocultures et lactocultures, dont seuls sont donnés ici 
les résultats globaux, ont été répétées 4 une semaine d’intervalle, 
trois fois pour les hémocultures, quatre fois pour les_lacto- 
cultures. 

Chez quelques autres chévres, il nous a été permis de voir une 
sorte d’échange, de balancement entre |l’agglutinine et l’anticorps 
bloquant [4]. Ainsi les quatre chévres suivantes, éprouvées 4 une 
semaine d’intervalle (V. tableau II). 

Eprouvés seulement par la technique classique du séro-diagnostic 
de Wright, ces sérums auraient pu, selon le moment du préléve- 
ment, étre classés négatifs; la présence d’anticorps bloquant 
a de tels moments nous explique ce phénoméne souvent constaté, 
jusqu’ici inexpliqué, d’animaux tantdt positifs, tantdt négatifs 
a Ja réaction d’agglutination. 
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Tapnteau I. — Titre de l’anticorps bloquant et résultat des cultures. 


Titre 
anticorps 
bloquant 


N° de 
1’ animal 


peace 


"+e tt t+ 


fret t ++ ete C++ 


i i, ee eo 


ta ag ag gf Sg ey 


tte ee bit 


TABLEAU II. 


Examens 
2 


80 , litre dagglutinalion avec « zone », 80, titre d’anticorps 


80, litre d’ageglutination ; 


bloquant. 


DiIscUSSION ET CONCLUSIONS. 


Le nombre d’animaux qui ont servi a cet essai est trop faible 
pour permettre d’étre absolument affirmatif. Cependant, la con- 
vergence de ces résultats nous permet, croyons-nous, un certain 
nombre de conclusions, au moins provisoires. 

Il est facile d’affirmer qu’un troupeau de chévres est infecté 
par la brucellose ; il est admis, a juste titre, que la présence d’un 
animal réagissant dans un troupeau (séro-diagnostic a un titre 
conclusif, ou cultures positives) suffit A indiquer l’infection de ce 
troupeau [6]. L’épreuve de l’anneau sur le lait [7] permet égale- 
ment ce diagnostic de groupe. La difficulté devient plus grande 
lorsqu’il s’agit du diagnostic individuel de la maladie ou plus 
exactement de la présence de Brucella dans l’organisme d’un 
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animal donné. Cette notion est cependant importante pour per- 
mettre d’éliminer la brucellose d’un troupeau par suppression de 
tous les animaux porteurs de germes, quel que soit leur état 
actuel. On reconnait que le séro-diagnostic n’est pas suffisant, 
trop nombreux étant les exemples de chévres a culture positive 
dont la réaction d’agglutination est négative. 

Le dépistage par cultures systématiques et répétées de sang et 
de lait est une méthode absolument inapplicable dans les condi- 
tions de la pratique. La recherche de l’allergie spécifique par 
intradermo-réaction, & la mélitine par exemple, se heurte en 
pratique au fait qu’elle nécessite un double déplacement du 
personnel, |’un pour pratiquer la réaction, l’autre pour la lire. 
De plus, l’appréciation de cette réaction est essentiellement sub- 
jective, il faut quelqu’un de trés entrainé pour éviter des erreurs 
parfois grossiéres. Ces considérations lmitent done l’emploi de 
cette épreuve, qui nous parait avoir la méme valeur que la 
recherche de l’anticorps bloquant. 

Ainsi, si des essais répétés et étendus 4 un nombre suffisant 
d’animaux confirmaient les premiers résultats obtenus, c’est-a-dire 
la coincidence d’une réaction « anticorps bloquant » positive avec 
des cultures de sang, de lait ou d’organes positives pour Brucella, 
nous aurions une épreuve simple, facile 4 exécuter qui permet- 
trait le dépistage individuel de la brucellose caprine. 

Cette notion nouvelle, confirmée, répétons-le, modifierait consi- 
dérablement la lutte contre la brucellose caprine, qu’on s’attache 
a faire disparaitre cette maladie par éradication ou par vaccina- 
tion. 

Cette étude mériterait sans doute d’étre étendue aux autres 
espéces animales. 
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Présidence de M. GASTINEL 


COMMUNICATIONS 


VALEUR DE L’AZIDE DE SODIUM 
POUR L'ISOLEMENT DES ANAEROBIES 


par A.-R. PREVOT et H. THOUVENOT. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Malgré les progrés considérables réalisés depuis trente ans dans la 
technique d’isolement des anaérobies A partir des échantillons poly- 
microbiens, on ne réussit pas toujours 4 les obtenir rapidement en 
culture pure. I] existe méme des cas, encore relativement nombreux, 
ou, dominés d’emblée par les aérobies dans les milieux solides d’iso- 
lement, on n’arrive pas a les en séparer. Tel est le cas des boues, des 
eaux, de la terre et de certains produits palhologiques ot ils sont en 
minorité. De nombreuses recherches ont déja été effectuées pour 
essayer d’améliorer les techniques classiques, mais jusqu’ici aucune 
n’a donné de trés bons résultats. Nous avons voulu voir si l’addition 
aux géloses profondes d’azide de sodium, substance inhibant la respi- 
ration et par conséquent la croissance des aérobies [4], permettrait un 
isolement plus rapide des anaérobies 4 parlir de divers matériels poly- 
microbiens ott les aérobies étaient en proportion beaucoup plus élevée 
que les anaérobies. 

Technique. — Nous employons une solution d’azide de sodium 3} 
1 p. 1000 stérilisée par filtration sur bougie, dont on distribue 
X gouttes par tube de gélose VF profonde glucosée aprés 1’élimination 
de l’air de celle-ci par ébullition prolongée. On ensemence 3 la pipette 
fermée par agitation et épuisement une série de 12 tubes comme dans 
la technique classique. Nous avons ainsi étudié 100 matériels répartis 
de la fagon suivante : 39 contenus d’inlestins de poissons ; 32 préle- 
vements de végétaux en putréfaction; 24 prélévements de boues 
d’étangs et d’eaux polluées ; 5 fromages fermentés. 
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Résultats. — Dans 58 cas, alors que les tubes témoins indiquaient 
une abondance d’aérobies et de facultatifs ot les anaérobies étaient 
noyés, les géloses profondes additionnées d’azide ont donné lieu 4a la 
culture exclusive des anaérobies stricts, qu’il a suffi de repiquer, colonie 
par colonie, pour obtenir des lignées pures en vingt-quatre heures. 

Dans 12 cas, les aérobies ont été inhibés, les facultatifs et les anaéro- 
bies stricts ont poussé ensemble et il a été relativement facile de 
réisoler ceux-ci par repiquage des colonies bien séparées. 

Dans 15 cas, l’azide a empéché toute culture. 

Dans 15 cas, ]’azide n’a pas agi ou a agi trop faiblement et il n’a 
pas été possible d’isoler des anaérobies stricts. 

Discussion. — On voit par cette premiére statistique que le processus 
d’inhibition des aérobies par l’azide n’est pas toujours absolu, puisque 
dans 27 p. 100 des cas il a laissé subsister des facultatifs. 

Par contre, le processus d’inhibition peut s’étendre aux anaérobies, 
puisque, dans 15 p. 100 des cas, il a empéché toute culture. Son action 
sélective attendue, soit l’inhibition des aérobies et des facultatifs, s’est 
manifestée dans 58 p. 100 des cas. Par conséquent, il y a intérét A 
utiliser cette technique. Nous devons signaler en passant que, dans 
3 cas, le type respiratoire des anaérobies a été modifié par l’azide : des 
anaérobies du type I [2] ont présenté dans les géloses + azide la 
culture en disque suspendu dans la zone critique (type IV) mais ont 
repris le type I par repiquage en gélose VF glucosée ordinaire. 

Conclusions. — L’addition d’azide de sodium aux géloses profondes 
permet un meilleur isolement des anaérobies stricts dans 70 p. 100 
des cas (58 p. 100 d’action sélective absolue ne laissant pousser que des 
anaérobies stricts et 12 p. 100 d’action sélective relative favorisant les 
anaérobies stricts). Elle échoue dans 30 p. 100 des cas (15 p. 100 de 
stérilisation absolue du matériel, 15 p. 100 de résultats nuls). 

L’azide de sodium est capable de modifier transitoirement le type 
respiratoire des bactéries anaérobies. 
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ETUDE D’UN ANAEROBIE 
DU SPERME DU TAUREAU ET DU VAGIN DE LA VACHE 
VIBRIO BUBULUS FLORENT 1953 
par H. THOUVENOT et A. FLORENT. 


(Service des Anaérobies. Institut Pasteur, Paris, 
et Laboratoire de Recherches Vétérinaires de l’Etat, Uccle-Bruzelles.; 


La diffusion en Belgique de la vibriose, affection dont le caractére 
vénérien est & présent bien connu, a amené l’un de nous a rechercher 
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Vibrio foetus aussi bien dans les spermes de taureaux que dans le 
produit de sécrétion du vagin de vaches suspectes de contamination. 
Tl a, dans deux précédentes notes [41 et 2] signalé la découverte, a cette 
occasion, de vibrions susceptibles d’étre confondus de prime abord 
avec Vibrio faetus, dont il différe cependant par plus d’un cété. 

Le but de la présente note est de faire connaitre d’une facon plus 
précise les caractéres sur la foi desquels nous pourrons nous baser 
pour affirmer qu’il s’agit non seulement d’un vibrion différent de 
Vibrio foetus, mais d’une espéce nouvelle, jusqu’ici non décrite. 

Notre étude a porté sur quatre souches isolées du sperme de 4 tau- 
reaux différents. En gélose profonde, ces souches se présentent comme 
des anaérobies stricts. Si nous voulons les comparer sous ce rapport 
a V. foetus, nous rappellerons que ce dernier ne présente pas un type 
respiratoire uniforme, puisque sur neuf souches étudiées par R. Vin- 
zent, A.-R. Prévot et H. Thouvenot [3], trois se présentaient comme 
des aérobies stricts (type VII de Prévot) [4], cinq comme des anaéro- 
bies microaérophiles (type II de Prévot), et une comme un anaérobie 
strict du type VI évoluant secondairement vers le type II. Nos quatre 
souches ( # Impérial, # Mix, # Atome, # Waterloo) pouvaient donc 
a priori appartenir au type respiratoire II anaérobie de V. foetus. 

Aussi avons-nous demandé a notre collégue, le D* Gallut (1), de 
comparer la structure antigénique de nos souches avec celle de V. foetus. 
Mais aucune de nos souches ne fut agglutinée par les sérums anti- 
V. foetus de Gallut et réciprogquement, un sérum anti-¢ Waterloo qui 
agglutine les souches ¢ Atome et ¢ Impérial n’agglutine pas V. foetus. 
Ainsi la diagnose de ces souches s’est nettement orientée vers le groupe 
des vibrions anaérobies. Aprés leur étude morphologique, physiologique 
et biochimique compléte, nous avons conclu qu’il s’agissait d’une 
espéce nouvelle dont voici la description : 

Habitat : Sperme de taureau et vagin de la vache (2). 

Morphologie : Petit batonnet incurvé en virgule, long de 1,5 » sur 
0,3 4 0,4 uw de large, le plus souvent isolé, parfois en paires, rarement 
en Chainettes. Quand il se présente en paires ou en chainettes, chacun 
des éléments alterne sa concavité avec la convexité du suivant, prenant 
ainsi un aspect de spirille. Dans les vieilles cultures apparaissent des 
formes en boucles et en boules. Trés mobile, il présente des mouve- 
ments trés particuliers ; se dirigeant d’abord trés vite dans une direc- 
tion rectiligne, il s’arréte brusquement, semble hésiter puis revient 
en arriére sans s’étre retourné, pour s’arréter de nouveau, repartir 
dans une autre direction rectiligne, s’arréter, revenir en arriére, dessi- 
nant une sorte d’aller et retour avec léger arrét 4 chaque changement 
de direction. Ces mouvements s’observent particulisrement bien 
l’ultramicroscope. 


La ciliature est difficile A colorer ; néanmoins, par la méthode de 


(1) Chef du Laboratoire du Choléra 
gratitude. 

(2) Il est vraisemblable que habitat primitif de cette espéce est le smegma 
du taureau d’ot il passe ensuite dans le sperme, puis dans le vagin de 


la vache. Des recherches en cours nous permettront d’établir si cette 
hypothése est exacte. 


, 4 qui nous exprimons notre plus vive 
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Casarés-Gil, on peut mettre en évidence un cil polaire unique, long 
et possédant 2 4 5 ondulations tras larges (fig. 1). Par photomicro- 
graphie électronique (fig. 2) il semble bien que ce cil soit polaire et 
unique, I] est asporulé et Gram-négatif. 

Physiologie : Anaérobie strict, soit de type I au début, évoluant peu 
a peu vers le type II au fur et A mesure des repiquages, soit d’emblée 
de type Il. Thermorésistance nulle. Longévité de plusieurs semaines 
sans repiquage, de plusieurs mois aprés repiquage. Pouvoir réducteur 
trés faible : trois souches ne réduisaient ni safranine, ni rouge neutre, 


Fic. 14. — V. bubulus. Coloration Casarés-Gil. 
Gross. : X 1 200. Microphotographie P. Manigault. 


ni phéno-safranine, la souche « Impérial » réduisait partiellement et 
tardivement Ja phéno-safranine seulement (rH, > 5,8). Non sérophile. 

Cultures : Rapides en bouillon VF mais peu abondantes, non gazo- 
génes, d’odeur sulfhydrique nette. 

Gélose profonde : colonies ouatées de 1 4 2 mm de diamétre, trans- 
lucides, parfois 4 centre opaque brunissant a la longue. 

Eau peptonée : léger trouble. 

Bouillon VF glucosé : trouble plus abondant ; odeur sulfhydrique. 

Gélatine : culture abondante mais absence de liquéfaction. 

Lait : non coagulé ni digéré. 

Bouillon + cervelle : culture abondante. 

Protéines coagulées : non attaquées. 

Glucides : non fermentés. 

Propriétés biochimiques : Les nitrates sont réduits en nitrites. Les 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 86, n° 2, 1954. 16 
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sulfates et les sulfites ne sont pas attaqués. En bouillon VF, il y a 
production d’SH,, d’NH,, d’acide acétique et de traces d’acide lactique. 
Pouvoir pathogéne : Nul pour cobaye et souris ; pas de toxine, ni 
d’hémolysine. 
Position dans la systématique : La description ci-dessus montre qu’il 


Fic. 2. — Microphotographie électronique. 
Gross. : X 15 000. Giuntini et Ms Croissant. 


s’agit bien d’un vibrion anaérobie. Il est donc Aa comparer avec les 
11 espéces anaérobies connues de ce genre [5]. Etant non gazogéne, 
il appartient au groupe A. La comparaison de ses caractéres morpholo- 
giques et culturaux avec ceux des espéces : V. stomatitis, V. buccalis, 
V. putridus, V. pseudospirochaeta, V. polymorphus, V. tenuis, V. spu- 
forum et V. sputigenus montre aisément qu’il ne répond A aucune de 
ces espéces. Il n’appartient pas non plus a V. crassus dont une étude 
récente a révélé le caractére gazogéne qui le place dans le groupe B [6]. 


ae 
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Par contre, il est voisin de V. mulieris (Curtiss) Prévot, isolé dans 
l’appareil génital de la femme. Mais celui-ci est sérophile obligatoire, 
présente des colonies punctiformes en gélose profonde, ne pousse pas 
en gélatine, ni en lait, soit quatre caractéres différentiels trés nets qui 
l’opposent 4 nos souches. Nous pensons donc qu’il s’agit d’une espéce 
nouvelle pour laquelle nous proposons le nom de Vibrio bubulus. Il 
sera intéressant, si on retrouve une souche de V. mulieris, de com- 
pléter la description de ce dernier afin de comparer ses caractéres 
biochimiques non encore connus avec ceux de V. bubulus. Il sera éga- 
lement nécessaire de comparer la structure antigénique de ces deux 
espéces. La lyophilisation de nos souches permettra de les conserver 
et de les soumettre ultérieurement A ces examens. 
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TECHNIQUE D'ISOLEMENT 
DES BACTERIES ANAEROBIES UREOLYTIQUES. 
DESCRIPTION D'UNE ESPECE NOUVELLE 
ISOLEE PAR CETTE METHODE 


par M. HUET et IF. pp CADORE. 


(Unstitut Pasteur de Tunis et Institut Pasteur de Paris, 
Service des Anaérobies.) 


Malgré leur activité fermentaire considérable, les bactéries anaérobies 
comprennent un nombre relativement restreint d’espéces uréolytiques 
puisque, jusqu’A ce moment, quatre espéces seulement sont connues 
comme possédant cette propriété. De plus, si nous considérons une de 
ces espéces, Clostridium sordellii, nous voyons que les collections micro- 
biologiques ne possédent qu’un nombre trés limité de souches de cet 
agent d’une gangréne gazeuse trés grave. Il nous a donc semblé inté- 
ressant de mettre au point un milieu qui permette de repérer les 
colonies de bactéries uréolytiques parmi les différentes colonies anaéro- 
bies se développant 4 partir d’un ensemencement quelconque poly- 
microbien. 

La technique utilisée est la suivante : on prépare, A partir de 
bouillon VF non glucosé, un milieu solide, gélosé & 20 p. 1000, ajusté 
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a pH 7 et auquel on ajoute par litre 0,8 ml d’une solution 4 1,5 p. 100 
de bleu de bromothymol dans l’alcool. Ce milieu est réparti en culot 
dans des tubes de 22, & raison de 20 ml par tube, et stérilisé a l’auto- 
clave. Au moment de l’emploi, on régénére ce milieu par un chauffage 
de trente minutes au bain-marie bouillant, puis on ajoute 4 chaque 
tube, préalablement refroidi aux environs de 50°, 0,5 ml de !a solu- 
tion suivante 


ii: rarer se 06 co Hone ot So pee ate A 40 g 
191.4: A re ence cay foie aso RGM op one 4g 
PO KGH ce oe Sa. A eee ele Eve 4g 
Rau distilléecs. -. Soe eee cone oie Q.S 400 ml 


Cette solution, ne pouvant étre chauffée, est stérilisée par filtration 
sur bougie. 

Le tube est alors ensemencé a partir d’un matériel polymicrobien 
quelconque et coulé dans le couvercle d’une boite de Petri. Quelques 
mouvements circulaires suffisent 4 assurer un mélange parfait. Puis 
le fond de la boite est placé dans le couvercle, concavité en dessus, 
emprisonnant une couche de gélose a l’abri de l’air, selon une tech- 
nique analogue a celle de Boéz. Aprés vingt-quatre ou quarante-huil. 
heures, temps nécessaire au développement des colonies, on observe 
Jes boites par transparence sur un fond blanc. Les bactéries non uréoly- 
tiques donnent des colonies jaunes ou blanches, tandis que celles libé- 
rant une uréase donnent des colonies d’un blanc bleuté entourées d’un 
halo bleu trés visible. Ces colonies ainsi repérées sont repiquées et les 
souches obtenues purifiées selon les techniques propres aux bactéries 
anaérobies. 

Nous avons pu ainsi et dés les premiers essais isoler A partir de fécés 
de mouton une espéce uréolytique, voisine d’Hubaclerium cadaveris, 
mais qu’il convient de considérer comme une espéce nouvelle. 

Il s’agit d’un gros biatonnet (38 sur 0,8 ) immobile, Gram-positil, 
non sporulé, granuleux, poussant trés abondamment avec production 
de gaz en VF glucosé et donnant, en gélose profonde, des colonies 
irréguliéres en flocons de neige. Il pousse mal en eau peptonée, coagule 
le lait, mais ne liquéfie pas la gélatine et n’attaque pas les protéines. 
Trés réducteur, il réduit le rouge neutre, la safranine et la phéno- 
safranine. Les lactose, maltose, lévulose, glucose, galactose sont atta- 
qués ; les nitrates sont réduits en nitrites en présence de galactose 
et lactose. Notons encore la production abondante de SH, et la forma- 
tion d’acides butyrique, acétique et lactique, d’amines volatiles ct 
d’aldéhydes. Aucun pouvoir pathogéne ne peut étre mis en évidence. 

Enfin cette bactérie produit une uréase extrémement active, faisant 
virer le milieu de Ferguson en quelques secondes. 

Proche d’Eubacterium cadaveris, ce germe s’en distingue par la non- 
liquéfaction de la gélatine, la non-production d’alcool et de cétones. 
Etant donné surtout que toutes les souches d’Eubacterium cadaveris 
que nous possédons sont absolument dépourvues d’activité uréolytique, 
nous pensons que cette bactérie doit étre individualisée en une espéce 
nouvelle pour laquelle nous proposons le nom de : Eubacterium 
ureolyticum. 
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ConcLusions. — 1° Une technique nouvelle est décrite permetiant de 
repérer facilement les colonies de bactéries anaérobies uréolytiques : 
2° Grace a cette technique, une espéce nouvelle a été isolée. Elle est 
décrite sous le nom de : Eubacterium ureolyticum. 
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SENSIBILITE AU VIRUS DE LA POLIOMYELITE /W V/TRO 
DES TISSUS DE DIFFERENTES ESPECES 


DE SINGES D’AFRIQUE CENTRALE. 
NON RECEPTIVITE 
DES TISSUS DE CERTAINS MAMMIFERES 


par G. BARSKI, A. JEZIERSKI et P. LEPINE. 


(Institut Pasteur, Service des Virus 
et Laboratoire vétérinaire de VINEAC, Gabu Nioka, Congo belge.) 


Depuis les travaux de Slater et Syverton [4], de Ledinko, Riordan 
et Melnick [2] et ceux de Youngner, Ward et Salk [3], on utilise lar- 
gement pour la culture du virus poliomyélitique, les tissus prélevés 
sur le singe et cultivés in vitro. 

Des cultures de tissus de méme origine effectuées sur une plus 
grande échelle servent a4 l’heure actuelle 4 l’obtention d’importantes 
quantités de virus pouvant étre éventuellement appliquées a la prépa- 
ration d’un vaccin (Salk [4], Melnick et Riordan [5], Sabin [6], 
Gear [7], Miller [8]). 

Le probléme des limites zoologiques de la sensibilité tissulaire au 
virus poliomyélitique in vitro revét, dans ces conditions, une impor- 
tance particuliére 4 la fois théorique et pratique. 

Les singes employés jusqu’ici dans ce but appartiennent le plus 
souvent aux espéces asiatiques habituellement utilisées pour les 
recherches sur la poliomyélite, telles que Macacus cynomolgus (Slater 
et Syverton [4]) ou Macaca mulatta [2, 5, 8], et connues pour leur 
erande sensibilité 4 ce virus in vivo (Kling, Levaditi et Lépine [9]). 
Nous-mémes avons employé avec succés pour ces cultures les tissus des 
cynocéphales (babouins) [40]. 

L’objet de cette étude a été avant tout d’explorer la_ possibilité 
d’emploi pour la culture du virus poliomyélitique de tissus de singes 
africains appartenant aux espéces les plus répandues dans la partie 
orientale du Congo belge et dans les régions limitrophes d’Afrique 
équatoriale francaise et d’Afrique orientale britannique. 

En outre, nous rapportons ici les résultats d’essais de culture du virus 
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en présence de cellules provenant de sept especes de mammiféres 
autres que les simiens. 


MarérieL er TEcuniquE. — Tous les singes utilisés au cours de ce 
travail ont été capturés ou abattus dans les galeries foresticres de la 
région de Nioka (Congo belge, Province orientale), sauf les lémuriens 
(Potto ibeanus), capturés dans la forét de l'Ituri a lest de Stanleyville 
(Congo belge). Nous avons utilisé uniformément, dans tous les essais, 
des cultures de fibroblastes obtenues A la suite d’explantations de 
fragments de testicules prélevés sur des animaux jeunes en pleine 
croissance. 

Les cultures de tissus de pore et de chauve-souris provenaient égale- 
ment des testicules. Pour les autres mammifcres, nous nous sommes 
servis d’explants de tissu musculaire sous-cutané prélevés sur des 
embryons ou des animaux nouveau-nés. 

La technique de culture de tissus a été décrite en détail précédem- 
ment [40]. Mentionnons seulement que, pour les cultures continues 
ayant pour but l’obtention de cultures secondaires, nous utilisons le 
milieu que nous nommons M27 contenant 20 p. 100 de sérum placen- 
taire humain, 10 p. 100 d’extrait embryonnaire de bovin, 45 p. 100 
de liquide amniotique de vache et 25 p. 100 de solution de Hanks. Les 
cultures primaires ou secondaires devant servir directement a l’intro- 
duction du virus sont faites dans le milieu recommandé par Enders [44] 
contenant 90 p. 100 de liquide amniotique, 5 p. 100 de sérum de 
cheval et 5 p. 100 d’extrait embryonnaire. 

Dans tous les cas et quelle que soit l’espéce de l’animal donneur de 
tissu, nous avons obtenu avec ces milieux des cultures proliférantes 
et stables avec un minimum de dégénérescence non spécifique et, avec 
Vemploi du M27, des cultures particuliérement abondantes qui se pré- 
tent bien 4 Vobtention de lignées cellulaires transplantables. 

Pour éprouver la sensibilité de nos cultures au virus, nous utilisons 
touojurs les trois souches poliomyélitiques-types, recues, 4 l’origine, du 
Dr Jonas Salk et entretenues par la suite en culture de tissus au Ser- 
vice des Virus de 1]’Institut Pasteur de Paris. Ainsi nous avons employé 
la souche Mahoney (septitme et huititme passage), la souche MEF1 
(vingtiéme et vingt et uniéme passage) et la souche Saukett (sixitme 
passage). 

Pour infecter les cultures, nous les incubons, avant d’introduire le 
milieu, pendant trente minutes a la température ambiante avec 
II gouttes de suspension virulente contenant environ 1 000 doses infec- 
tantes. Les tests de neutralisation sont faits soit avec des sérums spéci- 
fiques qui nous ont été aimablement fournis par le D® Melnick, soit 
avec des sérums préparés par nous-mémes sur le singe. 


Résuttats. — Nous donnons dans le tableau I un apercu général des 
résultats obtenus avec les cultures directes (premiére génération cellu- 
laire, sans repiquage) et les trois types de virus poliomyélitique. Le 
virus est introduit vers les dixiéme-douziéme jours de culture et 
observation se poursuit pendant dix jours. La spécificité de leffet 
cytopathogéne est vérifiée sur des cultures paralléles ou le virus est 
neutralisé avec des sérums spécifiques. 
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TaBrrau I. 


Sensibilité A 
: l' inoculation 
cellulaire intracérébrale 


(en 10 jours 
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* +++ = effet cytorathogéne caractérisé par la destruction dela totalité 
des fibroblastes présents dans la culturee 


Croissance 


Cercopithecus eucampyx 
(Fischer) 


Cercopithecus ascanius 
ascanius (Audebert) 


Pie eee mitis 
Wolf 


Cercopithecus neglectus 
(Schlegel) 


Cercopithecus aethiops 
centralis (Neumann) 


Colobus abyssinicus 
uellensis (Matschie) 


Erythrocebus patas 
pyrrhonotus (Hemprich, 
Ehrenberg) 


Perodicticus rotto 
ibeanus (Thomas) 


Pour les espéces de singes dont il nous a été possible de capturer 
des individus vivants, nous avons établi un parallélisme entre la 
réceptivité de l’animal 4 la poliomyélite inoculée par voie intracérébrale 
et la sensibilité de son tissu cultivé in vitro. Cette relation a été 
constatée chez deux espéces de cercopithéques et chez le singe rouge 
de la savane (Erythrocébe). 

Contrairement a ce qui se passe pour les tissus des neuf espéces de 
singes vrais que nous avons éprouvées, les tissus du singe nocturne 
(lémurien), connu sous le nom de paresseux (Perodicticus potto), 
cultivés in vitro dans les mémes conditions, manifestent une résistance 
compléte au virus. Des cultures de trois générations successives de 
cellules dérivées de cet animal, mises chacune en présence des trois 
souches-types de virus de poliomyélite ne montrent aucun signe 
d’atteinte cellulaire. Le méme résultat négatif est obtenu dans les 
cultures doubles ot: le tissu du Perodicticus est cultivé dans le méme 
tube avec le tissu d’un autre singe sensible 4 la poliomyélite (Colobus 
badius). En plus, comme l’ont prouvé des expériences de transplan- 
tations dans ces cultures doubles, les cellules du paresseux sont inca- 
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pables de transmettre méme passivement le virus a une autre culture 
sensible. A cette résistance cellulaire au virus in vitro correspond une 
insensibilité de cet animal au virus (souche Mahoney) inoculé par voile 
intracérébrale ; le méme matériel s’est montré trés virulent inoculé 
simultanément par la méme voie aux cercopithéques. 

Nous avons essayé, & Paris et 4 Gabu Nioka, toujours avec des résul- 
tats négatifs, de cultiver le virus de la poliomyélite, souches Mahoney 
et MEFP1: a) dans des cultures cellulaires provenant de testicules de 
porc et d’une espéce de chauve-souris [Pipisirellus nanus (Peters) ], 
b) dans des cultures de tissu conjonctif sous-cutané et de l’épithélium 
rénal de lapin, enfin ¢) dans des cultures de tissu conjonctif embryon- 
naire de hamster, de souris, de vache et de chien. Pour ce dernier, nous 
avons employé des cultures d’explants tissulaires primaires ainsi 
qu’une souche de fibroblastes maintenue en culture pendant quatre 
mois et nous avons en outre, utilisé, comme nous l’avons fait pour le 
tissu du lémurien, des cultures doubles (association de tissu sensible 
et de tissu insensible au virus). Dans tous les cas, les cellules de chien 
sont restées complétement insensibles au virus et incapables de le 
transmettre méme passivement d’une culture 4 l’autre. 


Conctusion. — Les cultures cellulaires (fibroblastes) obtenues 4 la 
suite d’explantation in vitro de testicules prélevés sur neuf espéces de 
singes africains (cing espéces de cercopithéques, deux espéces de colobes, 
le cercocébe et le singe pleureur de savane (Erythrocebus), montrent 
toutes une nette sensibilité aux trois souches-types du virus : Mahoney 
(type I), MEF 1 (type II) et Saukett (type III). Cette sensibilité se mani- 
feste par un effet cytopathogéne qui est aussi complet et spécifique que 
celui obtenu précédemment avec le méme matériel virulent sur des 
cultures de tissus humains ou de tissus testiculaires d’autres singes 
(cynocéphales) [8]. 

Pour certaines cultures (singes colobes), nous avons évalué par titrage 
la multiplication effective du virus dont le titre s’élevait dans ces 
cultures 4 10—+-10—*. 

Nous avons établi également pour deux espéces de cercopithéques et 
pour l’érythrocébe la sensibilité au virus (souches Mahoney et MEF 1) 
inoculé par voie intracérébrale. 

Ainsi nous étendons Aa neuf espéces nouvelles de simiens, dont 
certaines sont trés répandues en Afrique centrale, la possibilité d’emploi 
de leurs tissus pour la culture du virus poliomyélitique in vitro. 

En ce qui concerne Ja sensibilité au virus inoculé par voie intra- 
cérébrale, la liste de singes africains sensibles dressée par Pellissier et 
Audebaud [42] peut certainement étre étendue et on doit y ajouter au 
moins encore quelques espéces de cercopithéques et le singe roux de 
savane (Eryihrocebus) répandu dans les régions déboisées. 

La réceptivité cellulaire in vilro au virus de la poliomyélite apparait 
comme trés strictement confinée parmi les primates, en dehors de 
homme, aux seuls singes vrais (Simiae). 

Les cellules provenant de singes nocturnes, lémuriens (Prosimii) 
voisins des simiens dans la classification zoologique, se montrent 
entiérement insensibles au virus. De méme sept autres espéces de 
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mammiféres, la chauve-souris, la souris, le hamster, le lapin, le porc, 
la vache et le chien, ont montré la méme absence de réceptivité cellu- 
laire au virus de la poliomyélite. 
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UN CAS DE GENERALISATION 
DU FIBROME INFECTIEUX DE SHOPE 


par H. JACOTOT, J. LEVADITI, A. VALLEE et B. VIRAT. 


(Unstitut Pasteur, 
Services de Microbiologie animale et d’Anatomie pathologique.) 


Dans le premier travail qu’il publia sur le fibrome infectieux, Shope 
spécifiait que ce pseudo-néoplasme ne se généralisait jamais et que 
son évolution se faisait sans atteinte de 1’état général et sans manifes- 
tation fébrile [1]. Ultérieurement Ahlstrém et Andrewes ont pu réaliser 
un fibrome généralisé, mais en inoculant le virus par voie veineuse a 
des lapins qui, préalablement, avaient regu par voie musculaire du 
goudron ou quelque hydrocarbure cancérigéne [2]. 

Les observations qui ont été faites en France par dizaines de milliers 
au cours des derniers mois ont, d’une maniére générale confirmé les 
assertions de Shope. 

Sans doute, en ce qui concerne le premier point, a-t-on pu assister 
maintes fois au développement de la lésion vaccinale hors des propor- 
tions que lui assignaient les descriptions classiques ; sans doute a-t-on 
pu constater qu’ in situ le fibrome initial, trés fréquemment devenait 
lobulé ou se scindait ; sans doute faudrait-il rappeler que le premier 
malade étudié par Shope, un garenne « Sylvilagus » était porteur de 
trois fibromes ; il reste, si nous sommes bien informés, qu’aucun cas 
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de fibromatose généralisée n’a encore été signalé consécutivement A 
l’inoculation expérimentale du virus (1). P 

Nous en avons relevé un parmi 200 lapins auxquels nous avons 1no- 
culé du virus de Shope et chez lesquels les suites de Vinoculation ont 
été observées méthodiquement. 

Observation du sujet : Le 8 juillet 1953 huit lapins recoivent chacun, 
par voie testiculaire, 0,5 cm* d’une suspension au 1/500 de virus de 
Shope, soit 0,25 cm* dans chaque testicule. Une orchite double, plus 
accusée d’un cdté que de l’autre, s’installe chez tous ; les phénoménes 
inflammatoires commenceront a régresser au cours de la troisiéme 
semaine, laissant, pour quelque temps, chez la plupart des animaux, 
des indurations du parenchyme ou du cordon ; chez trois des cing qui 
pourront étre observés jusque-ld, les Iésions disparaitront au cours du 
troisiéme mois. 

Chez l’un de ces lapins, le n° 868, le 28 juillet, c’est-a-dire vingt-cing 
jours aprés l’inoculation, on a noté ceci : le testicule gauche n’est pas 
descendu ; le testicule droit, induré, a le volume d’une noix; a sa 
surface le scrotum est sphacélé. Lorsqu’on examine l’animal le 5 aott, 
donc une semaine plus tard, il est porteur de nombreuses métastases 
cutanées, exactement 24. Ces lésions si¢gent aux oreilles (8 et 3), & un 
membre antérieur (6), aux membres postérieurs (5), sur le dos (2) ; 
les plus grosses ont les dimensions d’une noisette, les plus petites, celles 
d’un grain de millet ; sur la moitié d’entre elles la peau est nécrosée ; 
certaines logées dans l’épaisseur des oreilles ont exactement l’appa- 
rence de lentilles. Il semble que les fibromes secondaires aient eu une 
évolution accélérée et que cette fibromatose se soit trouvée, lors de 
examen, dans sa phase de régression. 

Le lendemain, l’animal mourait et l’autopsie mettait en évidence une 
‘pleuro-pneumonie pasteurellique massive ‘avec omelette pleurétique 
englobant la totalité des lobes pulmonaires. La pasteurellose se présente 
assez fréquemment chez nos lapins neufs et chez ceux qui ont subi des 
inoculations diverses y compris les inoculations du virus de Shope. Nous 
avons le sentiment que, seule en cause, la fibromatose n’aurait pas 
gravement affecté 1’état du lapin et qu’elle n’a pas contribué, ou bien 
peu, a entrainer la mort ; la pasteurellose y suffisait, mais peut-étre !a 
fibromatose -a-t-elle favorisé son installation ? 

Etude du matériel : Deux fibromes secondaires sont prélevés sur le 
cadavre jour examen histologique; l’un (1°) siégeait a J oreille, 
l’autre (2°) sur le dos. Voici briévement transcrite la lecture des coupes 
qui y furent pratiquées : 

1° Nodule fibromateux logé dans le derme, riche en fibroblastes et 
en histiocytes accompagnés de gros fragments irréguliers de colla- 
gene néoformé (Fig. 1) ; 

2° Fibrome riche en vaisseaux et en histiocytes plus ou moins altérés 
[cette tumeur était en voie de nécrose] (Fig. 2). 


(1) Parmi les lapins vaccinés avec le virus de Shope et qui sont exposés 
a la contamination par le virus de Sanarelli, il s’en trouve qui, insuffisam- 
ment immunisés, contractent une myxomatose plus ou moins grave avec 
formation de nombreux myxomes cutanés. On ne doit pas confondre ce 
processus avec une généralisation du fibrome vaccinal. 
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Fic. 4, — Coupe de fibrome secondaire siégeant a Voreille. (Gross. : x 210.) 


Fic. 2. — Coupe de fibrome secondaire siégeant sur le dos. (Gross. : X 210.) 
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D’autre part, d’un fibrome secondaire prélevé a la face interne du 
jarret, on fait une suspension au 1/5 dont on injecte, aprés un séjour 
de deux semaines en sorbetiére, Aa 4 lapins, par voie sous-cutanee, 
0,5 cm® derriére chaque épaule. Aux points d’inoculation se forment 
des fibromes dont les dimensions sont comprises entre celles d’un grain 
de blé et celles d’une amande. L’un des lapins, éprouvé un mois aprés 
par inoculation de virus de Sanarelli, contractera une myxomatose attée- 
nuée qui se terminera par la guérison. Sur un autre (n° 893) on préléve 
huit jours aprés linoculation un fibrome pour des passages ultérieurs. 

Un mois apres sa récolte le fibrome d’origine (lapin 868) est encore 
inoculé A 6 lapins par voies testiculaire et hypodermique, mais en 
suspensions au 1/50 ; chez tous ces animaux on observe dans la suite 
l’évolution de lésions fibromateuses caractéristiques, sans retentissement 
sur l'état général. 

Le fibrome du 893 mentionné plus haut est mis en suspension au 
1/50 pour inoculation & 6 lapins et au 1/100 pour inoculation a 
12 lapins. C’est 1d le deuxiéme passage du virus de Shope issu de 
fibromatose généralisée. Méme comportement que précédemment ; 
presque tous les lapins sont, huit ou dix jours aprés, porteurs d’une 
lésion grosse comme une petite noix. Trois d’entre eux résisteront a 
l’épreuve pratiquée cing semaines plus tard par inoculation de virus 
du myxome infectieux. Sur deux autres enfin on préléve des fibromes 
qui sont employés, avec succés, & un troisiéme passage du virus. 

En résumé, chez un lapin qui avait recu du virus du fibrome de 
Shope par voie testiculaire nous avons observé, indépendamment des 
manifestations locales dont 1’évolution fut normale, l’existence, aprés 
un mois, de 24 métastases fibromateuses réparties entre plusieurs 
régions du corps. Les examens histologiques, les passages en série et 
le test d’interférence avec le virus de Sanarelli ont confirmé 1’étiologie 
de ces lésions. 
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QUELQUES CARACTERES DE SHIGELLA SONNEI 
ET SHIGELLA BOYDII 6. 
LEUR VALEUR POUR LE DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL 


par M™*> §. RUBINSTEN et D. PIECHAUD. 


(C.N.R.S. et Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur.) 


En France il est rare A l’heure actuelle d’isoler le bacille de Sonne 
classique ayant la propriété de fermenter le lactose tardivement ; les 
souches que nous avons étaient, ces derniéres années, lactose négatives. 
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On congoit qu’il y ait 14 une difficulté nouvelle pour le diagnostic 
différentiel entre Shigella sonnei et Shigella boydii 6. 

Comme nous l’avons déji dit [4] l’étude sérologique apporte une 
aide sérieuse quand ces bacilles de Sonne sont en phase I ; on peut 
alors les classer dans le groupe D (Ewing [2]) les séparant ainsi de 
Shigella boydii 6. Mais si la souche a étudier est en phase II, seule 
!’étude biochimique oriente la classification. 

Nous avons recherché d’autres tests pour appuyer notre diagnostic : 
étude des sensibilités aux antibiotiques et aux sulfamides ; réaction A 
Vacide phényl-propionique [3]. 


La sensibilité aux antibiotiques. — Nous avons choisi 20 souches de 
Shigella sonnei, 7 isolées en France, 13 dans différentes colonies ; 
parmi ces souches, 8 sont d’isolement récent, 12 souches classiques 
fermentent le lactose en deux A quatre jours, 6 sont lactose négatives, 
2 sont des mutants fermentant le lactose rapidement [4]. 

Les 5 souches de Shigella boydii sont des souches test, 3 du Dysentery 
Reference Laboratory, Oxford : D 27, M 279, N.C.T.C. 8211, 1 de la 
Brown University, U.S.A. ; 1 de la collection de Weil Lederle Labo- 
ratories : 75-25-4. 

La sensibilité aux antibiotiques a été recherchée vis-a-vis du chloram- 
phénicol, de la streptomycine, l’auréomycine et la terramycine selon 
les techniques proposées par Chabbert [5], en utilisant sur boite de 
Petri des disques imbibés d’antibiotique, et par la méthode de titrage 
en tube [6]. 

La sensibilité aux 4 sulfamides a été titrée sur boite de Petri avec 
des disques imbibés [7] : 


A. — p.amino-phényl-sulfamide. 

B. — p.amino-phényl-sulfamide thiazole. 

C. — p.amino-phényl-sulfamide méthyl-thio-diazole. 
D. — p.amino-phényl-sulfamide pyrimidine. 


Les résultats de cette étude sont consignés dans le tableau. Comme 
on le voit dans ce tableau, nos souches de Shigella sonnei sont trés 
sensibles au chloramphénicol et a la streptomycine, sensibles A la 
terramycine, et & la limite de la sensibilité pour l’auréomycine. 


S=sensible; R=résistante; T=trés sensible; 
M=sensibilité moyenne. 


Des 5 souches de Shigella boydii 6, toutes sont sensibles aux 4 anti- 
biotiques, sauf une qui est résistante 4 la streptomycine. 
Toutes les souches, Shigella sonnei ou boydii 6, sont extrémement 
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sensibles aux sulfamides ; des constatations inverses ont été faites par 
certains auteurs dans d’autres parties du monde, notamment au 
Japon [8]. ny 

On voit donc que, malgré des différences de sensibilité, aucun test 
n’est assez net pour permettre une classification de nos deux groupes 
de souches. 


RéACTION A L’ACIDE PHENYL-PROPIONIQUE. — Utilisant les techniques 
proposées par Giuseppe d’Alessandro [3], nous avons étudié un nombre 
important de bacilles dysentériques et réuni quelques faits qui nous 
semblent intéressants. 

1° On n’a pas intérét A pratiquer des réactions en tubes dans la 
gélose en culot. La coloration de l’acide phényl-propionique ne se 
produit que dans la partie aérée de la gélose. 

2° En bouillon la réaction est assez instable, la température de 
l’étuve la favorise. Deux séries de bouillons ensemencées avec les mémes 
souches ne se comportent pas de la méme facgon a 37° ou a la tempé- 
rature du laboratoire (4 laquelle la réaction est assez souvent négative). 
De plus la réaction est moins sensible en bouillon qu’en gélose. 

A notre avis la technique de choix est celle qui se fait sur gélose en 
boite de Petri. On coule de la gélose nutritive additionnée d’acide 
phényl-propionique 4 1/5 000 en boite de Petri (25 & 30 m*‘ de milieu). 
Sur une boite on peut facilement disposer 7 souches, sous forme de 
petits disques de 5 A 7 mm de diamétee faits avec l’anse. 

La boite est gardée vingt-quatre heures 4 l’étuve, puis sur la table du 
laboratoire. L’apparition de la coloration rose-chamois se situe entre 
Je deuxiéme et le troisitme jour aprés l’ensemencement. L’intensité 
de la coloration, comme sa date d’apparition, varie d’une souche 2 
autre dans une méme espéce. La coloration, aprés avoir été intense, 
diminue pour disparaitre en huit A dix jours. Cette technique trés 
simple permet en outre ]’étude simultanée de nombreuses souches 
avec peu de matériel. Elle donne des résultats constants pour certains 
groupes de Shigella. Nous avons étudié 53 souches de bacille de Sonne 
comprenant des germes de toutes origines — les uns de collection, les 
autres fraichement isolés — des souches classiques, des souches ne 
fermentant pas le lactose et des mutants le fermentant rapidement. 

Toutes ces souches sans exception donnaient une réaction positive en 
deux a trois jours. Il est & noter que les souches récemment isolées 
sont plus vite et plus fortement positives que les souches de collection. 
Comme d’Alessandro l’avait signalé dans un mémoire original A propos 
de toutes les souches de Shigella boydii étudiées, nos 5 souches Shigella 
boydii 6 ont une réaction négative a l’acide phényl-propionique. 

La positivité constante de la réaction pour Shigella sonnei, en oppo- 
sition avec la réaction négative de Shigella boydii 6, est un argument 
de grand intérét pour le diagnostic rapide entre ces deux espéces. 

Si la sérologie reste un argument majeur pour le diagnostic d’un 
bacille de Sonne en phase I, il est impossible de reconnaitre par les 
techniques dont nous disposons Sonne en phase II de Boyd 6, difficulté 
renforcée s’il s’agit d’une Shigella sonnei qui ne vire pas le lactose. 


Mais on dispose d’arguments biochimiques importants permettant un 
diagnostic précoce. 
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Shigella sonnei associe toujours a la fermentation du rhamnose une 
réaction positive 4 l’acide phényl-propionique, tandis que le xylose est 
ou n’est pas utilisé. Shigella boydii 6 est rhamnose —, xylose+ et ne 
donne jamais de réaction colorée a l’acide phényl-propionique. 
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APPLICATION DE LA METHODE 
DE FEULGEN ROSSENBECK 
AUX CULTURES SUR LAMES GELOSEES 


par Pairiprr-Jacgues LUTERAAN et Cuartes GUYOTJEANNIN. 


La culture sur lame permet d’étudier la morphogenése et la dispo- 
sition prise au cours du développement. Malheureusement, on ne peut, 
sur de telles préparations, appliquer la méthode habituelle de Feulgen 
pour révéler les noyaux, puisque la gélose se décolle alors des lames. 
Nous avons donc cherché une modification de la méthode évitant cet 
inconvénient et nous avons mis au point le procédé suivant. 

1° Les lames, aprés culture, sont fixées, 4 l’état frais, par le chloro- 
forme, puis mises 4 sécher A la température du laboratoire. 

2° On verse alors & leur surface un mélange de : 


Acide chlorhydrigque fumant) y..... . . sce ss 20 a 50 cm? 
TAN COO Mga Soc Uma ceace amen saree eitey ce xs ene aey Q.S. 100 cm? 


(on prendra le mélange a 20 p. 100 d’acide chlorhydrique quand on 
voudra respecter la structure nucléaire et celui 4 50 p. 100 lorsqu’on se 
contentera de la numération des masses nucléaires qui est ainsi plus 
facile). 

Au bout de cing minutes, on verse l’excés et on laisse sécher les 
lames & la température du laboratoire. 

3° Les lames sont replacées horizontalement et recouvertes d’alcool, 
puis on y verse quelques gouttes de réactif de Schiff préparé ainsi : 

La fuchsine basique, 0,5 g, est soigneusement pulvérisée et versée 
dans 100 cm? d’eau distillée bouillante ; on laisse bouillir quelques 
minutes sans cesser d’agiter ; la solution est filtrée ; sa température 
est de 70-80° C et on y ajoute aussitét 10 cm* d’acide chlorhydrique 
normal en agitant ; quand la solution est froide, on ajoute 0,5 g ou 
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Fic. 1.°— Saccharomyces acidifaciens (Nickerson), Culture sur lame, résultats 
habituels de notre méthode, noyaux d’éléments pseudo-mycéliens. (Gross. : 


* 1 000:) 


Fic. 2. — Geolrichum candidum (ancien Oidium lactis). Culture sur lame. 
(Gross. : X 1 250) Chaque élément renferme plusieurs noyaux et la division 
des noyaux précéde la résolution en arthrospores qui, jeunes, renferment le 
plus souvent deux noyaux. Ces faits ont été vérifiés avec des souches de pro- 
venances diverses. 
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1 g au plus, de métabisulfite de sodium en agitant ; le reste sans chan- 
gement par rapport aux techniques habituelles. Cette fagon de préparer 
le réactif de Schiff nous a paru étre la meilleure en vue de son appli- 
cation & la méthode de Feulgen et nous n’avons trouvé aucune diffé- 
rence entre des fuchsines de diverses provenances. 

On laisse le réactif agir vingt minutes ou plus et on lave la lame 4 
Valcool. 

4° La lame est replacée horizontalement et inondée d’alcool contenant 
quelques gouttes d’une solution aqueuse de vert de méthyle a1 p. 100 ; 
on laisse quelques minutes ou plus ; on lave a l’alcool. 

La lame peut étre conservée indéfiniment 4 l’air sans crainte de voir 
le réactif de Schiff s’oxyder. C’est d’ailleurs dans ce but que nous avons 
choisi le vert de méthyle, ayant constaté qu’il bloquait l’oxydation du 
réactif de Schiff, tout en tendant a se décolorer a son contact. 

Les bons résultats sont constants avec ce procédé et avec de |’éthanol 
suffisamment pur comme intermédiaire. 

Tous les noyaux, sans exception, chez des levures ou champignons 
filamenteux, sont mis en évidence en rouge violacé sur fond vert pale 
ou plus foncé si on a prolongé le 4° temps. 

D’autres techniques, elles classiques, donnent probablement de 
meilleurs résultats en vue de l’étude de Ja structure du noyau ; mais 
aucune ne nous a paru mettre mieux le noyau en évidence ; enfin son 
principal avantage est de s’appliquer, seule jusqu’ici, aux cultures sur 
lame et de permettre ]’étude des noyaux sur les champignons développés 
in situ, comme le montrent les clichés. Sur l’un d’eur on voit claire- 
ment que Geotrichum candidum est constitué d’éléments plurinucléés, 
ce qui rapproche cet organisme des Siphomycétes. 
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de UInstitut Pasteur : 


Signification et interprétation des numérations sur plaques 
des germes telluriques, par D. Laverene. 


Bactéries pathogénes ou saprophytes transformant le glucose 
en acide gluconique, « Bacterium anitratum, B5W, Mora- 
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xella lwoffi var. glucidolytica, Neisseria winogradskyi », par 
P. VirrtEcourT et G. JACOBELLI. 


Physiologie des Actinomycétes aérobies pathogénes. I. Expé- 
riences préliminaires, par F. Maruar. 


LIVRES REGUS 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édition compleé- 
tement mise A jour sous la direction de E. Miller, avec la colla- 
boration de 0. Bayer, H. Meerwein et K. Ziegler. Tome VIII. 
Combinaisons oxygénées, III. 775 pages. Georg Thieme, édit., 
Stuttgart. — Prix : 98 D.M. 


Une nouvelle édition du Traité classique de Houben-Weyl: « Die 
Methoden der organischen Chemie », était attendue avec impatience 
par tous les laboratoires de Chimie Organique. La 3° édition, épuisée 
depuis fort longtemps, comportait 4 volumes et avait été publiée entre 
1925 et 1941. La 4° édition comporte 14 volumes 4 paraitre en quatre 
ans. Les auteurs des différents chapitres ont été choisis tant parmi les 
spécialistes de l'Université que parmi ceux de l’industrie. Cette colla- 
boration s’est avérée particulitrement féconde, l’industrie chimique 
ayant mis a la disposition des rédacteurs une documentation souvent 
difficilement accessible et particuliérement fournie dans le domaine des 
brevets. Le Comité de Rédaction, qui comprend, sous la direction de 
E. Miller, les professeurs Otto Bayer, Meerwein et Ziegler, concrétise 
cette collaboration et est un str garant du sérieux de l’entreprise. 

Le premier volume paru, le tome VIII, traite des peroxydes, des 
dérivés de l’acide carbonique, des acides organiques, de leurs esters et 
de leurs dérivés azotés. Dans ce dernier chapitre ont été groupées une 
série de fonctions — nitriles, amides, imino-éthers — auparavant dis- 
persées dont le lien avec la fonction acide est évident. Le soin apporté 
a la bibliographie, l’introduction de tableaux schématisant les diffé- 
rentes réactions des groupements ou des composés étudiés, tels les 
schémas de réaction du phosgéne ou de la dicyandiamide, la place 
importante accordée 4 des corps tel que la cyanamide et ses dérivés, 
trop souvent négligés dans les Traités classiques, font de cet ouvrage 
impeccablement présenté, un instrument de travail extrémement 
précieux qui fait augurer favorablement des volumes A venir. 

On ne peut que féliciter le Comité de Rédaction de nous offrir un 
ouvrage qui, une fois complet, constituera une Somme de la Chimie 
Organique pratique. 
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G. E. W. Wolstenholme. — Ciba Foundation. Colloquia on Endocrino- 
logy, t. VI: Hormonal factors in carbohydrate metabolism, 1 vol. 
350 p. Prix : 35 sh. ; t. VII: Synthesis and metabolism of adreno- 
cortical steroids, 1 vol. 297 p. J. et A. Churchill, édit., Londres, 
1958. Prix : 30 sh. 


Les questions discutées dans ces deux volumes, et en particulier celle 
des stéroides surrénaliens, sont parmi celles qui ont fait les plus 
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rapides progrés au cours de ces derniéres années. De nombreuses 
communications, suivies d’importantes discussions, ont été présentées 
a chacun de ces Colloques. On ne peut qu’énumérer les principales 
sections de chacun des volumes. 

Volume VI: I* partie : Les enzymes impliqués dans le métabolisme 
des glucides. Ile partie : Le contréle du métabolisme des glucides, des 
protéines et des graisses. III. Influence du cortex surrénalien sur le 
métabolisme des glucides. IV. Contréle hormonal de la réserve de 
glycogéne. V. Influence de l’insuline sur le métabolisme des glucides. 
VI. Les hormones sexuelles, la grossesse et le métabolisme des 
glucides. 

Volume VII : I’® partie : Synthése des stéroides surrénaliens et autres 
(cholestérol, lanostérol, ergostérol, 11-kétostéroides, différentes hydro- 
corticostérones, action des rayons X sur certains stéroides, etc.). 
Ile partie : Métabolisme des stéroides surrénaliens (biogenése des hor- 
mones corticales, enzymes impliqués dans la synthése et la dégradation 
des hormones corticales, synthése des stéroides in vitro, les stéroides 
chez les différentes espéces animales, leur métabolisme chez 1’animal 
et chez l’homme, etc.). : 

H. T. 


D. B. Blacklock et T. Southwell. — A Guide to human Parasitology. 
5° édition, revue par T. H. Davey. 1 vol. 228 p., 120 fig., 
H. K. Lewis et C°, édit., Londres, 1953. Prix : 25 sh. 


Ce volume représente la 5° édition de cet ouvrage, la premiére 
remontant & 1931, la derniére aux premiers mois de 1940, avant que la 
guerre se soit étendue aux pays tropicaux et ait ramené 1|’attention 
sur les parasites qui causent les diverses infections de homme. Tous 
les récents progrés qu’a faits l’étude des maladies parasitaires au cours 
de ces derniéres années (cycles vitaux, modes de transmission, vecteurs, 
méthodes de diagnostic, etc.) sont passés en revue dans cette nouvelle 
édition. On y a inclus en outre certains protozoaires, helminthes ou 
autres parasites, qui n’avaient pas été étudiés dans les éditions précé- 
dentes. Un paragraphe concernant la prévention de chacune des infec- 
tions a été également ajouté. La simplicité et la concision des précé- 
dentes éditions ont été conservées et les nouvelles méthodes de 
diagnostic qui sont décrites ont été choisies parmi celles qui n’exigent 
pas un laboratoire spécialement équipé. Les trés nombreuses figures 
et l’index alphabétique donnent beaucoup de clarté A l’ouvrage. 
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F. Cusset. — Tables complétes de conversion des mesures américaines, 
britanniques et métriques. Etude, définitions et conditions 
d’emploi. Nouvelle édition, revue et complétée. 1 vol. 191 p. 
BJondel la Rougery, édit., Paris, 1953. Prix: 640 fr. 


Voici un opuscule qui rendra de grands services, car il permet la 
conversion instantanée de toutes les mesures anglaises, américaines et 
métriques. L’importance croissante de la technologie américaine impose 
malheureusement avec une fréquence croissante le calcul en mesures 
non métriques ou la conversion en mesures métriques d’unités anglo- 
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saxonnes. Si regrettable que soit cet état de chose du point de vue 
de la simple logique, les techniciens et les gens de laboratoire sont 
souvent contraints de s’y plier. Cet ouvrage, qui comporte la conversion 
de plus de 200000 chiffres concernant toutes les mesures anglaises, 
américaines et métriques, présente l’avantage énorme d’une consul- 
tation facile et claire. C’est par excellence linstrument de travail de 
lous ceux qui ont, de prés ou de loin, affaire avec les conversions 
toujours compliquées des mesures anglaises et américaines. En dehors 
des tableaux de conversion, l’ouvrage contient des études et définitions 
sur toutes les mesures sans aucune exception (monnaie, textile, méca- 
nique, métallurgie, etc.). Il est complété par un index alphabétique, 
extrémement complet, de toutes les mesures et matiéres citées dans 
le texte. 
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Sir Henry Hallett Dale. — Adventures in Physiology with excursions 
into autopharmacology. 1 vol., 232 p. Pergamon Press Ltd. édit., 
Londres, 1952. Prix : 6 livres 6 sh. 


Les éditions Pergamon Press ont pris l’initiative de demander 4 
Sir Henry Dale de procéder lui-méme A un choix de ses travaux les 
plus importants et d’en autoriser la publication en un volume spécial, 
afin de les rend~e plus accessibles 4 tous ceux qui, aprés lui, ont 
continué a étudier les mémes sujets. On trouvera donc réunis ici 
30 articles publiés par Sir Henry Dale de 1906 4 1938, et qui concernent 
surtout l’action spécifique de l’adrénaline, de 1l’acétylcholine, la trans- 
mission chimique de 1]’influx nerveux, l’action de l’histamine, sa répar- 
lition dans l’organisme animal, les réactions locales et générales qu’elle 
provoque et, d’une facon générale, son rédle dans les phénoménes 
d’immunité et d’anaphylaxie, les propriétés physiologiques de l’ergot 
de seigle et de l’ergotoxine, etc. L’ensemble de ces travaux couvre les 
domaines de la physiologie, de la pharmacologie et de la pathologie 
expérimentale. Une importante introduction et quelques commentaires 
rédigés par Sir Henry Dale complétent les données relatées dans les 
différents articles reproduits en décrivant les progrés qui ont été faits 
depuis leur parution. On trouvera 4 la fin de l’ouvrage une biblio- 
graphie compléte des travaux de l’auteur de 1899 A la date de la 
parution du volume, bibliographie qui ne comprend pas moins de 
253 titres. L’intérét des sujets traités et la personnalité de l’auteur 
assureront 4 ce bel ouvrage le succés qu’il mérite. 
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